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Στά πρόσκαιρα ζωντανά σώματα τά δυό τοῦτα ρέματα παλεύουν: α) ὁ ἀνήφορος, πρός τή σύνθεση , πρός τή ζωή, πρός τήν 
ἀθανασία· β) ὁ κατήφορος, πρός τήν ἀποσύνθεση, πρός τήν ὓλη, πρός τό θάνατο.
Χρέος μας  λοιπόν να συλλάβουμε τ’ ὅραμα πού χωράει κι ἐναρμονίζει τίς δυό τεράστιες τοῦτες ἄναρχες, ἀκατάλυτες ὁρμές· καί 
μέ τ’ ὅραμα τοῦτο νά ρυθμίσουμε τό στοχασμό μας καί τήν πράξη.
 
Από το έργο «ΑΣΚΗΤΙΚΗ» του Νίκου Καζαντζάκη.
IVInstitutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
Στην οικογένειά μου
που με στηρίζει με κάθε μέσο 
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ
Όλη αυτή η διαδρομή, η άλλοτε δύσβατη και η άλλοτε βατή, έγινε μέσα σ’ ένα τοπίο γεμάτο έντονες συγκινήσεις· την 
έρευνα. Αναστοχαζόμενος, στο τέλος πια αυτής της διαδρομής, μπορώ να πω με σιγουριά ότι την απόλαυσα ακόμη 
και στην πιο μικρή στιγμή της. Για τα μάτια μου υπήρξε ο δικός μου πηγαιμός για την Ιθάκη· ένας πηγαιμός που είμαι 
ευτυχής που τον γεύθηκα.
Τα λόγια είναι συχνά λίγα για να περιγράψουν τα συναισθήματα. Θα κάνω όμως μία φιλότιμη προσπάθεια να τα 
περιγράψω με λέξεις. Δεν θα μπορούσα να μην ξεκινήσω από τον Κώστα Ματθιόπουλο. Πέτυχε κάτι που στην πράξη 
είναι πολύ δύσκολο: να με βάλει σε μία συνθετική λογική και να με πάρει από τη λογική του κατακερματισμού. Κι’ αυτό 
όχι μόνο στα επιστημονικά ζητήματα που μας απασχολούσαν όλο αυτό το διάστημα, αλλά και σε ζητήματα ζωής. Συχνά 
κατάφερνε να φέρνει τα πάνω κάτω στο μικρόκοσμό μου. Αυτή μπορεί να μου φαινόταν προς στιγμή μία «ιλιγγιώδης» 
κατάσταση, αλλά με βοήθησε σε κάτι πολύ σημαντικό· στο να ξεπεράσω κάποιους από τους προσωπικούς μου φόβους 
και περιορισμούς. Θέλω να τον ευχαριστήσω από την καρδιά μου γιατί υπήρξε μία από τις βασικές αιτίες που έζησα όλο 
αυτό το ταξίδι. Έχω την ελπίδα και την προσδοκία να χάρηκε αυτό το ταξίδι όσο και εγώ.
Επίσης, θα ήθελα σε αυτό το σημείο να αναφερθώ και στα άλλα δύο μέλη της συμβουλευτικής επιτροπής, τον κ. Ζήση 
Μαμούρη και τον κ. Κώστα Σταθόπουλο. Από τις πρώτες ημέρες μου στο Τμήμα μού έδωσαν στην πράξη να καταλάβω 
ότι η πόρτα τους είναι πάντα ανοιχτή για ότι και να τους χρειαστώ. Θέλω να τους ευχαριστήσω για την αμεσότητα και 
το πραγματικό ενδιαφέρον που έδειξαν σε όλη τη διάρκεια της διαδικασίας και τη σημαντική συμβολή τους στο να 
πάρει αυτή η ερευνητική προσπάθεια την τωρινή της μορφή.                 
Θέλω να ευχαριστήσω ξεχωριστά και όλα τα υπόλοιπα μέλη της εξεταστικής επιτροπής - την κ. Ελένη Δροσοπούλου, 
την κ. Πηνελόπη Μαυραγάνη-Τσιπίδου, τον κ. Νίκο Παπαδόπουλο και τον κ. Ζαχαρία Σκούρα - για την απόφασή τους 
να τιμήσουν με την παρουσία τους την υποστήριξη της διατριβής μου αλλά και για το χρόνο που διέθεσαν για να 
την αναγνώσουν. Θα ήταν παράλειψή να μην κάνω μία ιδιαίτερη αναφορά στον κ. Νίκο Παπαδόπουλο τόσο για το 
διάστημα που βρέθηκα στο πραγματικά φιλόξενο εργαστήριό του - για να διδαχθώ θέματα ουσίας αλλά και διαχείρισης 
της εργαστηριακής εκτροφής του δάκου - όσο και για τις χρήσιμες υποδείξεις του σε μία από τις ήδη δημοσιευμένες 
εργασίες που προέκυψαν από την ερευνητική παρουσία μου στο εργαστήριο.        
Επίσης, είναι ανάγκη να ευχαριστήσω τον David Nestel από το Ινστιτούτο Φυτοπροστασίας Bet Dagan του Ισραήλ, 
αλλά και τους Frank Zalom και Hannah Joy Burrack από το Πανεπιστήμιο Davis της Καλιφόρνιας, για την προμήθεια του 
βιολογικού υλικού πάνω στο οποίο στηρίχθηκε η παρούσα διατριβή, για την παροχή όλων των δυνατών διαθέσιμων 
πληροφοριών και τέλος για τις χρήσιμες και ουσιαστικές υποδείξεις τους κατά την προσπάθεια συγγραφής δύο ήδη 
δημοσιευμένων επιστημονικών άρθρων της παρούσας διατριβής.
Ένα πολύ μεγάλο ευχαριστώ θα ήθελα να απευθύνω σε όλους τους πολύτιμους εργαστηριακούς συνεργάτες-
συνοδοιπόρους. Υπήρξαν αναπόσπαστο κομμάτι της εργαστηριακής μου πραγματικότητας. Μιας πραγματικότητας που 
φρόντισαν να είναι ευχάριστη και να ξεπερνά εύκολα τις ισοπεδωτικές, πολλές φορές, δυσκολίες της καθημερινότητας. 
Οι Διδάκτορες Εύη Κακάνη και Κωνσταντίνα Τσουμάνη ήταν τα πρώτα άτομα που συνάντησα στο εργαστήριο και 
από την αρχή μου πρόσφεραν απλόχερα τη στήριξή τους στο πάντα δύσκολο διάστημα της προσαρμογής σε ένα νέο 
περιβάλλον. Η στάση τους αυτή ήταν συνεπής και σε όλο το υπόλοιπο διάστημα της εργαστηριακής μου ζωής. Οι 
υποψήφιες Διδάκτορες Έφη Σαγρή και Μαρία-Ελένη Γρηγορίου υπήρξαν καταλυτικοί παράγοντες στη δημιουργία 
καλού εργαστηριακού κλίματος και κατόρθωσαν να ανανεώσουν τον «εργαστηριακό αέρα» με την παρουσία τους. 
Επίσης, θα ήθελα να απευθύνω ένα μεγάλο ευχαριστώ στο Διδάκτορα Αντώνη Αυγουστίνο για τις όμορφες συζητήσεις 
που κάναμε τόσο εντός όσο και εκτός εργαστηριακού περιβάλλοντος. Η εργαστηριακή του παρουσία υπήρξε για μένα 
η ήρεμη δύναμη που με βοηθούσε κάθε φορά που το είχα ανάγκη. Αντώνη θέλω να ξέρεις πως αναπολώ πολλές φορές 
όλες τις αγωνίες και τις καλές στιγμές που μοιραστήκαμε. Θα τις φυλάω πάντα σε ξεχωριστή θέση του μυαλού μου.
Αυτή η πορεία δεν θα ήταν το ίδιο ουσιώδεις και ευχάριστη χωρίς την παρουσία των καλών και πιστών μου φίλων 
Γιώργου Κ., Γιάννη Κ., Δημήτρη Κ. και Μιχάλη Χ.. Γιώργο και Γιάννη θέλω να ξέρετε πως όταν τα πράγματα γινόταν 
δύσκολα προσέτρεχα στο καταφύγιο των στιγμών της παιδικής μας ανεμελιάς και αφέλειας, που με ένα μοναδικό τρόπο 
ακόμη καταφέρνετε και ενσαρκώνετε. Δημήτρη και Μιχάλη χωρίς τη δική σας παρουσία και τις όμορφες στιγμές που 
μας ενώνουν, μέσα από την κοινή μας αγάπη για τη μουσική και όχι μόνο, δεν θα είχα τις διεξόδους που αποδείχθηκαν 
απολύτως απαραίτητες για ‘μένα. Και τους τέσσερις σας ευχαριστώ από τα βάθη της καρδιάς μου για την άδολη αγάπη 
που μου έχετε και που ξέρετε πως είναι αμοιβαία.
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Θα  ήθελα να ευχαριστήσω ιδιαιτέρως τον πρώτο μου ξάδερφο και γραφίστα Κώστα Κωνσταντόπουλο,  για το χρόνο 
που διέθεσε για να με ξεναγήσει σε εντελώς νέες - για εμένα - γραφιστικές εφαρμογές και για να μου δώσει μία ρότα στα 
αχαρτογράφητα νερά τους. Εργαστήκαμε μαζί πολλές ώρες ως μια δημιουργική ομάδα, με πολύ προσήλωση  και επίσης 
με πολλές στιγμές γέλιου. Κώστα χωρίς τη δική σου συμβολή η εργασία αυτή δεν θα είχε, στα σίγουρα,  το συγκεκριμένο 
οπτικό αποτέλεσμα.
Τελειώνοντας με αυτές τις σκέψεις θα ήθελα να αναφερθώ στην οικογένειά μου και στη σύντροφό μου. Τι θα 
μπορούσα να πω γι’ αυτούς τους ανθρώπους και να μην είναι λίγο! Χωρίς την αμέριστη και πολύπλευρη στήριξή 
τους - υλική και ηθική - κάθε προσπάθεια θα ήταν μισή. Κάθε χαρά θα ήταν μισή. Στους γονείς μου Στάθη και Χρύσα 
οφείλω την ελευθερία στη λήψη των αποφάσεών μου. Δεν γνωρίζω αν υπάρχει κάτι περισσότερο σημαντικό από 
αυτό. Στο πρόσωπο της αδερφή μου Μαρίας απαντώ έναν οξύνου, ευχάριστο και χαλαρωτικό άνθρωπο που με τις 
προσπάθειες του με αποτελματώνει όποτε το έχω πραγματικά ανάγκη. Και εκείνη, δεν ξέρω πως, το γνωρίζει από πριν. 
Στο πρόσωπο της συντρόφου μου Ευαγγελίας απαντώ την αφοσίωση, την καλοσύνη, την κατανόηση, την ηρεμία και 
το ζεστό χαμόγελο ενός ανθρώπου που φαίνεται να έχει κάνει σκοπό της ζωής του το να με στηρίζει και να με προσέχει. 
Σας ευχαριστώ όλους. Και ξέρω πως αυτό είναι λίγο.
Οκτώβρης 2014
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ΠΕΡΙΛΗψΗ
Ο δάκος της ελιάς αποτελεί το βασικότερο εχθρό της. 
Η ετήσια μείωση της ελαιοπαραγωγής που προκαλεί 
το συγκεκριμένο παράσιτο μπορεί να φθάσει έως και 
το 30%. Το έντομο απαντάται κυρίως στη λεκάνη της 
Μεσογείου όπου φύεται το 98% των ελαιοδένδρων. Το 
1998 εντοπίστηκαν για πρώτη φορά ενήλικα δάκου στο 
Λος Άντζελες της Καλιφόρνιας και μέσα στα επόμενα 
πέντε έτη το έντομο εξαπλώθηκε σε όλες τις ζώνες 
ελαιοκαλλιέργειας της Πολιτείας. 
Στο πλαίσιο αυτής της διδακτορικής διατριβής έγινε 
προσπάθεια: α) ανάλυσης της γενετικής δομής 
του πληθυσμού του εντόμου στην Καλιφόρνια, β) 
καθορισμού της περιοχής προέλευσης της εισβολής 
και γ) διερεύνησης του εάν η παρουσία του δάκου στην 
Καλιφόρνια είναι το αποτέλεσμα ενός ή περισσοτέρων 
συμβάντων βιολογικής εισβολής. Για τους λόγους 
αυτούς πραγματοποιήθηκε γενετική σύγκριση μεταξύ 
διαχρονικών συλλογών δάκου από την Καλιφόρνια 
(της περιόδου 1999-2009) και μεσογειακών δειγμάτων 
προηγούμενης πληθυσμιακής ανάλυσης με τη χρήση 
μικροδορυφορικών δεικτών. Προηγούμενες μελέτες 
(από τον Αυγουστίνο και τους συνεργάτες το 2005) είχαν 
αποκαλύψει αφενός την ύπαρξη τριών μεσογειακών 
υποπληθυσμών - της ανατολικής, της κεντρικής και της 
δυτικής της Μεσογείου - και αφετέρου την προς δυσμάς 
εξάπλωση του δάκου προς την ευρωπαϊκή πλευρά 
της μεσογειακής λεκάνης. Από τα αποτελέσματα της 
παρούσας διατριβής προέκυψε ότι ο πληθυσμός του 
δάκου στην Καλιφόρνια δεν φαίνεται να παρουσιάζει 
κάποια ιδιαίτερη εσωτερική γενετική διαφοροποίηση και 
επίσης ότι είναι αρκετά διακριτός αφού διαφοροποιείται 
γενετικά από όλους τους υπόλοιπους μεσογειακούς 
υποπληθυσμούς. Κυρίως, όμως, η παρούσα διατριβή 
αποκάλυψε μία γενετική σύνδεση μεταξύ του πληθυσμού 
της Καλιφόρνιας και του υποπληθυσμού από την 
ανατολική πλευρά της Μεσογείου, η οποία τελικά 
προσδιορίζεται ως η πλέον πιθανή περιοχή προέλευσης 
της εισβολής. Επιπρόσθετα, ανέκυψαν ενδείξεις που 
υποστηρίζουν την πιθανότητα ενός δεύτερου συμβάντος 
βιολογικής εισβολής, που εντοπίζεται γεωγραφικά 
στην περιοχή του San Luis Obispo και χρονικά τη διετία 
2004-2006. Τα ίδια ερωτήματα προσεγγίστηκαν και 
με την ανάλυση τριών δεικτών του μιτοχονδριακού 
γονιδιώματος του δάκου, προερχόμενων από τις 
περιοχές που κωδικοποιούν για το ένζυμο «κυτοχρωμική 
οξειδάση Ι», το ένζυμο «κυτοχρωμική οξειδάση ΙΙ» και για 
το 12S ριβοσωμικό RNA αντίστοιχα. Η συγκεκριμένη 
ανάλυση συμπεριέλαβε και τρία επιπλέον δείγματα 
από τη νότια και τη βορειοδυτική Αφρική τα οποία 
διεύρυναν γεωγραφικά τη βάση της. Τα συμπεράσματα 
της τελευταίας ανάλυσης έρχονται σε μία καταρχήν 
συμφωνία με αυτά της μικροδορυφορικής. Επιπλέον, 
από την ανάλυση προκύπτει αφενός ότι οι πληθυσμοί 
δάκου της νότιας αφρικανικής πλευράς φαίνεται να 
έχουν μια εξελικτική σχέση με τους πληθυσμούς της 
ανατολικής Μεσογείου, και αφετέρου ότι η προς τα 
δυτικά εξάπλωση του εντόμου στη βόρεια πλευρά της 
μεσογειακής λεκάνης (που είχε αρχικά αναφερθεί από 
την ερευνητική εργασία του Αυγουστίνου) συνεχίστηκε 
προς την πλευρά της βορειοδυτικής Αφρικής, αφού 
τα στενά του Γιβραλτάρ δεν φαίνεται να στάθηκαν 
ανυπέρβλητο γεωγραφικό εμπόδιο.
Παράλληλα, έγινε μία προσπάθεια κατανόησης της 
γενετικής προσαρμογής του εντόμου σε τεχνητές 
συνθήκες μαζικής εκτροφής. Πέρα από τη θεωρητική 
σημασία μιας τέτοιας ανάλυσης, υπάρχει και το πρακτικό 
ενδιαφέρον της δημιουργίας εύρωστων εργαστηριακών 
στελεχών μαζικής παραγωγής για εξαπολύσεις στη 
φύση, στο πλαίσιο προσπαθειών ελέγχου μέσω της 
τεχνικής του στείρου εντόμου (SIT: Sterile Insect 
Technique). Στο συγκεκριμένο σκέλος της παρούσας 
διατριβής αναλύθηκαν οι γενετικές μεταβολές που 
έλαβαν χώρα κατά τη διαδικασία αποικιοποίησης 
ενός φυσικού πληθυσμού από την ευρύτερη περιοχή 
του κεντρικού Ισραήλ, μέσα στο χρονικό πλαίσιο 22 
γενεών. Η μελέτη των γονοτυπικών συχνοτήτων δέκα 
μικροδορυφορικών γενετικών δεικτών υπέδειξε τον 
υποδιπλασιασμό των μέσων τιμών τριών δεικτών 
πολυμορφισμού (του πραγματικού και δραστικού 
αριθμού αλληλομόρφων και της ετεροζυγωτίας) 
μέσα σε 11 εργαστηριακές γενεές. Στις δύο πρώτες 
εργαστηριακές γενεές εντοπίστηκαν ελάχιστες 
γενετικές αλλαγές, ενώ αντίθετα μεταξύ των γενεών 
F2 και F5 καταγράφηκαν σημαντικές. Από την F8 γενεά 
και μετέπειτα ακολούθησε μία περίοδος μεγαλύτερης 
προσαρμοστικής έντασης, η οποία κορυφώθηκε στην 
F11 γενεά όπου και διατηρήθηκε σχεδόν αμετάβλητη 
έως και την F22 γενεά. Στο βαθμό που η ευρωστία ενός 
εργαστηριακού στελέχους είναι συνάρτηση του επιπέδου 
πολυμορφισμού του, ένα πρόγραμμα εμπλουτισμού του 
αποικιοποιημένου στελέχους με αγρίου τύπου βιολογικό 
υλικό περίπου κάθε 8 γενεές θα ήταν αρκετό για να 
διατηρήσει το στέλεχος περισσότερο ανταγωνιστικό 
σε περίπτωση επαναεισαγωγής του στα φυσικά 
οικοσυστήματα. Τέλος, δύο διαφορετικές προσεγγίσεις 
βασιζόμενες σε διαφορετικά προσομοιωτικά μοντέλα 
VIIIInstitutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
έδειξαν ότι το μεγαλύτερο μέρος των παρατηρούμενων 
προσαρμοστικών αλλαγών αποδίδεται στην τυχαία 
γενετική παρέκκλιση, αφού ένδειξη για άσκηση 
επιλογικών δυνάμεων εμφανίστηκε σε ένα μόνο 
μικροδορυφορικό γενετικό τόπο.  
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ABstrAct
The olive fruit fly is the major pest of the olive trees. If 
untreated, more than 30% of the annual oil production 
is lost due to the parasitism of the olive fruits. The insect 
is found mainly in the Mediterranean basin where 98% 
of the olive trees are grown. In 1998 the first detection 
of the insect took place in Los Angeles of California and 
within the next five years the fly spread in all olive-grow-
ing areas of the State.
In the present study, a few key issues of the fly’s invasion 
in California were addressed: a) the analysis of the genet-
ic structure of the olive fruit fly population, b) the deter-
mination of the  origin of the biological invasion and c) the 
possibility of multiple invasion events in the area. These 
issues were addressed through the genetic comparison of 
California olive fruit fly diachronic collections (from 1999 
to 2009) with Mediterranean populations of a previous 
analysis, based on the use of ten microsatellite mark-
ers. That analysis (Augustinos et al., 2005) on one hand 
had revealed the existence of three distinct Mediterra-
nean subpopulations - that of eastern, central and west-
ern populations - and on the other hand had indicated a 
westward expansion of the insect on the European side 
of the Mediterranean basin. The present analysis showed 
that the Californian olive fruit fly population is fairly ho-
mogeneous and distinct from the rest of the Mediterra-
nean subpopulations. However, the data also revealed a 
genetic relatedness between the Californian population 
and the subpopulation from the eastern Mediterranean 
basin, which consequently identifies as the most likely 
geographic area of the  origin of the biological invasion. 
Additionally, the analysis indicates the possibility of a sec-
ond incident of biological invasion, located geographically 
in the area of  San Luis Obispo and temporally in 2004 to 
2006. Furthermore, a population analysis based on three 
mitochondrial molecular markers (cytochrome oxidase I, 
cytochrome oxidase II and 12S ribosomal RNA) was also 
performed. In this analysis, three additional samples were 
incorporated, one from southern and two from north-
western Africa, which broadened the geographic base of 
the analysis. Results were in agreement with the findings 
of the microsatellite analysis. Moreover, the data showed 
an evolutionary relationship between olive fly popula-
tions of South Africa and the eastern Mediterranean and, 
in addition, that the westward expansion of the insect in 
the European side of the basin (previously reported by 
Augustinos) continued towards the north-west Africa 
since the Strait of Gibraltar does not seem to be an insur-
mountable geographic barrier.
In parallel, there was an attempt to understand the ex-
tent of genetic adaptation to artificial mass rearing con-
ditions. Beyond the theoretical importance of such an 
analysis, there is also a practical interest of creating mass 
reared robust laboratory strains for field releases, in the 
context of control efforts through the application of the 
Sterile Insect Technique (SIT). In this part of the present 
thesis, genetic changes that occurred in the course of 22 
generations during a colonization process of an israeli 
population were analysed. The monitoring of fluctuating 
genotypic frequencies of ten microsatellite loci showed 
the halving of the average values  of the actual and effec-
tive number of alleles and heterozygosity in 11 labora-
tory generations. Very little genetic change was detected 
in the first two laboratory generations, while substantial 
genetic changes occurred between generations F2 and 
F5. After generation F8 a period of an intensive adaptive 
process followed, which peaked in the F11 generation and 
maintained almost constant until the F22 generation. To 
the extent that robustness of a laboratory strain is closely 
related to the level of polymorphism, an enrichment pro-
gram of the colonized strain with wild biological material, 
approximately every 8 generations, would be sufficient to 
retain the wild character of the strain in case of re-intro-
duction into natural ecosystems. Additionally, two differ-
ent approaches based on different simulation models in-
dicated that most of the observed adaptive evolutionary 
changes were due to random genetic drift, since evidence 
for the presence of selective forces was identified in only 
one microsatellite locus.
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1. Η εληά 
1.a. Η προέλευση και η ιστορία της στα βάθη του χρόνου
1.β. Παγκόσμια εξάπλωση της ελαιοκαλλιέργειας
1.γ. Η σημασία της εληάς στο σύγχρονο κόσμο
1.δ. Η εληά στην Καλιφόρνια: η σημασία της στη διαμόρφωση των οικονομικών και κοινωνικών συσχετισμών
2. Ο δάκος της ελιάς
2.α. Η σημασία, η προέλευση και η κατανομή του εντόμου 
2.β. Συστηματική κατάταξη και περιγραφή του εντόμου
2.γ. Βιολογικός κύκλος, οικολογία και διατροφή του εντόμου
Βιολογικός κύκλος και οικολογία
Διατροφή    
2.δ. Οι ζημιογόνες επιδράσεις των προσβολών του δάκου στον ελαιόκαρπο
2.ε. Καταπολέμηση του εντόμου
2.ε.1. Παρακολούθηση φυσικών πληθυσμών με χρήση συστημάτων παγίδευσης
2.ε.2. Χημική καταπολέμηση
2.ε.3. Βιολογικός έλεγχος
Παρασιτοειδή                 
Θηρευτές
Παθογόνοι παράγοντες
2.ε.4.Τεχνική Στείρων Εντόμων (SIT)
Γενικά περί IPM και SIT
Κλασσική εφαρμογή της μεθόδου
Προβλήματα που ανέκυψαν από την κλασσική εφαρμογή της μεθόδου 
Προσπάθειες υπέρβασης των προβλημάτων της κλασσικής SIT
SIT: Η εμπειρία στο δάκο της ελιάς       
3. Εισαγωγή ειδών σε νέα οικοσυστήματα
3.α. Ενδογενή και εξωτικά είδη
3.β. Η βιολογική εισβολή και η φύση της
Οι θεμελιώδεις διεργασίες που κρίνουν την επιτυχία μιας βιολογικής εισβολής 
Μοντέλο ελάχιστου βιώσιμου πληθυσμού προγεφυρώματος μιας εισβολής
 (Minimum Viable Beachhead Population [MVBP] model of invasion)
3. γ. Τρόποι μελέτης των βιολογικών εισβολών
Κλασσική προσέγγιση του φαινομένου της βιολογικής εισβολής
Μοριακή προσέγγιση του φαινομένου της βιολογικής εισβολής
3.δ. Καλιφόρνια: ίσως το μεγαλύτερο κέντρο εισαγωγής εξωτικών ειδών στον κόσμο
3.δ.1.. Η βιολογική εισβολή του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια και οι επιπτώσεις της
3.ε. Τυχαία εισαγωγή εξωτικών ειδών
3.ζ. Η σκόπιμη εισαγωγή εξωτικών ειδών και τα κίνητρά της
Σκόπιμη εισαγωγή εξωτικών ειδών
Προσδοκώμενο οικονομικό όφελος: ίσως το βασικότερο κίνητρο για τη λήψη απόφασης
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Άλλα κίνητρα για την εισαγωγή εξωτικών ειδών σε νέα περιβάλλοντα
3.η. Οι επιπτώσεις των βιολογικών εισβολών
3.θ. Βιολογική εισβολή: αντιμετώπιση του κινδύνου 
4. Η διαδικασία της προσαρμογής 
4.1. Το φαινόμενο των βιολογικών εισβολών και η προσαρμογή των εισαγόμενων 
ειδών στα νέα οικοσυστήματα: μία πολυσήμαντη σχέση
4.1.α. Οι συστηματικές δυνάμεις της επιλογής και ο ρόλος τους στην εξέλιξη μίας 
βιολογικής εισβολής
4.1.β. Επίπεδα απόκρισης των ειδών που εισάγονται σε νέα οικοσυστήματα
4.1.γ. Η παρακολούθηση των προσαρμοστικών αποκρίσεων των εισβαλλόντων οργανισμών 
Παρακολούθηση φαινοτυπικών χαρακτήρων
Έλεγχος της πιθανότητας άσκησης επιλογικών δυνάμεων πάνω στους φαινοτυπικούς 
χαρακτήρες των εισαγόμενων ειδών (σύγκριση ποσοτικών δεικτών [QST] 
και ουδέτερων μοριακών δεικτών [FST])
Παρακολούθηση μοριακών δεικτών
Έλεγχος της πιθανότητας άσκησης επιλογικών δυνάμεων πάνω στους μοριακούς 
γενετικούς δείκτες των εισαγόμενων ειδών 
4.2. Η γενετική προσαρμογή των πληθυσμών που εκτρέφονται σε συνθήκες περιορισμού
4.2.α. Γενικά
4.2.β. Η γενετική βάση της προσαρμογής των πληθυσμών που βρίσκονται 
σε συνθήκες αιχμαλωσίας
4.2.γ. Παράγοντες οι οποίοι καθορίζουν τη γενετική προσαρμογή των 
πληθυσμών που εκτρέφονται σε συνθήκες αιχμαλωσίας 
4.2.δ. Μέτρα που προάγουν την ελαχιστοποίηση των επιβλαβών συνεπειών 
της γενετικής προσαρμογής των οργανισμών που βρίσκονται σε συνθήκες περιορισμού
Γενικά
Ελαχιστοποίηση του αριθμού των γενεών (t) σε αιχμαλωσία            
Ελαχιστοποίηση των ασκούμενων επιλογικών δυνάμεων (Sh2) στους 
πληθυσμούς σε αιχμαλωσία
Τα οφέλη του κατακερματισμού των πληθυσμών σε αιχμαλωσία, οι κίνδυνοι που 
προκύπτουν από αυτόν και η αντιμετώπισή τους  
5. Ανάλυση στο πληθυσμιακό επίπεδο 
5.α. Η γενετική ποικιλομορφία στους πληθυσμούς: η σημασία της και οι παράγοντες 
που τη διαμορφώνουν    
5.α.1. Γενικά
5.β. Μοριακοί δείκτες 
5.β.1. Γενικά περί μοριακών δεικτών
Τι είναι οι μοριακοί δείκτες
Η πρώιμη ιστορία των μοριακών δεικτών: βιοχημικοί και ενζυμικοί δείκτες 
και περιορισμοί στη χρήση τους 
Η νεότερη ιστορία των μοριακών δεικτών: οι νουκλεοτιδικοί δείκτες και τα πλεονεκτήματά τους
5.γ. DNA δείκτες
5.γ.1. Οι ιδιότητες που πρέπει να χαρακτηρίζουν τους DNA δείκτες
5.γ.2. Περιγραφή DNA δεικτών και των μοριακών τεχνικών ανίχνευσης των πολυμορφισμών τους
5.γ.2.1. Μιτοχονδριακοί (mtDNA) δείκτες 
5.γ.2.1.1. single strand conformation Polymorphisms [SSCP] 
(Πολυμορφισμοί στερεοδιαμόρφωσης μονόκλωνου DNA): η τεχνική που χρησιμοποιήθηκε 
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Γενετικά χαρακτηριστικά των μικροδορυφόρων
Ρυθμός μικροδορυφορικών μεταλλάξεων
Μηχανισμοί μικροδορυφορικών μεταλλάξεων
Μοντέλα μετάλλαξης των μικροδορυφόρων
1) Μοντέλο άπειρων αλληλομόρφων (Infinite Alleles Model [ΙΑΜ])
2) Μοντέλο βηματικής μετάλλαξης (stepwise Mutation Model [SMM])
3) Μοντέλο δύο φάσεων (two Phase Model [TPM])
4) Μοντέλο K-αλληλομόρφων (Κ-alleles Model [KAM])
Προέλευση των μικροδορυφόρων
Κατανομή των μικροδορυφόρων στο γονιδίωμα
Λειτουργικός ρόλος των μικροδορυφόρων
Οργάνωση χρωματίνης
1) Χρωμοσωμική οργάνωση
2) Δομή DNA 
3) Κεντρομερικές περιοχές





Ρύθμιση της γονιδιακής δραστηριότητας             
1) Μεταγραφή DNA
2) Γονιδιακή έκφραση 
3) Δέσμευση πρωτεϊνών  
Γενετική ανάλυση των πληθυσμών: η γενετική ισχύς των μικροδορυφόρων
α) Γενετική δομή των πληθυσμών
β) Γονική προέλευση
γ) Γονιδιακή ροή
5.γ.2.3. Οι RFLP δείκτες (restriction Fragment Length Polymorphisms: Ποικίλου 
μήκους περιοριστικά θραύσματα) και οι μοριακές τεχνικές ανίχνευσής τους
5.γ.2.4. Οι SNP δείκτες (single Nucleotide Polymorphisms: Πολυμορφισμοί 
απλών νουκλεοτιδίων)
5.γ.2.4.1. Οι μέθοδοι εντοπισμού και γονοτύπησης των SNP δεικτών και η 
προσβασιμότητα στις δημόσιες βάσεις δεδομένων τους 
Εντοπισμός των SNP δεικτών
Γονοτύπηση των SNPs
Προσβασιμότητα στις δημόσιες βάσεις δεδομένων των SNPs: απόκτηση 
και ανάλυση δεδομένων και δημοσίευση νέων
5.γ.2.4.2. SNPs και γενετική πληθυσμών
Ανάλυση της πληθυσμιακής δομής
Ταυτοποίηση, γενετική συγγένεια και προέλευση ατόμων
ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
1.  Καλλιέργεια βακτηριακών κυττάρων
2. Εκτροφή του ισραηλινού εργαστηριακού στελέχους δάκου
3. Απομόνωση νουκλεϊνικών οξέων
3.1. Απομόνωση γονιδιωματικού DNA από ενήλικα άτομα δάκου, με τη χρήση
 του Wizard® Genomic DNA Purification Kit (της εταιρίας Promega)
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3.3. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με αλκαλική λύση
3.4. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με τη χρήση του 
Invisorb® Spin Plasmid Mini Two Kit (της εταιρίας Invitech)
4. Χειρισμοί νουκλεϊνικών οξέων
4.1. Εκχύλιση DNA με φαινόλη/χλωροφόρμιο
4.2. Κατακρήμνιση DNA με αιθυλική αλκοόλη
Εναλλακτικές χρήσεις αντιδραστηρίων
4.3. Ποσοτικός προσδιορισμός νουκλεϊνικών οξέων 
Φασματοφωτομετρικός ποσοτικός προσδιορισμός
Ηλεκτροφορητικός ποσοτικός προσδιορισμός
4.4. Ανάκτηση μορίων νουκλεϊνικών οξέων από πήκτωμα αγαρόζης 
με τη χρήση του  Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kit (της εταιρίας Promega)
4.5. Κατάτμηση νουκλεϊνικών οξέων με ενδονουκλεάσες περιορισμού
5. Πλασμιδιακή κλωνοποίηση 
5.1. Επιλογή ανασυνδυασμένων βακτηριακών κλώνων
5.2. Προετοιμασία πλασμιδιακού φορέα κλωνοποίησης που φέρει 
3’ κολλώδη άκρα θυμίνης (Τ)
5.3. Αντίδραση σύνδεσης μορίων νουκλεϊνικών οξέων  
5.4. Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων
5.4.1. Χημική μέθοδος μετασχηματισμού βακτηριακών κυττάρων 
παρουσία διαλύματος CaCl2 
Αρχή της παραπάνω χημικής μεθόδου κυτταρικού μετασχηματισμού
Πρωτόκολλο παρασκευής δεκτικών βακτηριακών κυττάρων με τη συγκεκριμένη χημική μέθοδο
Πρωτόκολλο μετασχηματισμού δεκτικών βακτηριακών κυττάρων με τη 
συγκεκριμένη χημική μέθοδο
5.4.2. Φυσική μέθοδος μετασχηματισμού βακτηριακών κυττάρων με ηλεκτροδιάτρηση 
Αρχή της παραπάνω φυσικής μεθόδου κυτταρικού μετασχηματισμού
Πρωτόκολλο παρασκευής ηλεκτροδεκτικών βακτηριακών κυττάρων
Πρωτόκολλο μετασχηματισμού ηλεκτροδεκτικών βακτηριακών κυττάρων 
με τη φυσική μέθοδο της ηλεκτροδιάτρησης
6. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (PCR)
6.1. Συμβατική PCR (Conventional PCR)
6.2. PCR μεγάλου μήκους (Long PCR)
7. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτώματα
7.1. Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης
7.2. Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου
7.2.1. Γενικά περί πηκτωμάτων πολυακρυλαμιδίου
7.2.2. Παρασκευή πηκτώματος πολυακρυλαμιδίου (διαστάσεων 45x35x0,1 cm) 
7.2.3. Εμφάνιση του πηκτώματος πολυακρυλαμιδίου (διαστάσεων 45x35x0,1 cm) 
με τη μέθοδο χρώσης με νιτρικό άργυρο (AgNO3)
7.2.4. Παρασκευή πηκτώματος πολυακρυλαμιδίου (διαστάσεων 20x20x0,2 cm) 
7.2.5. Εμφάνιση του πηκτώματος πολυακρυλαμιδίου (διαστάσεων 20x20x0,2 cm) 
με τη μέθοδο χρώσης με νιτρικό άργυρο (AgNO3)
8. Βιοπληροφορική ανάλυση
1) Το στατιστικό πακέτο POPGENE 1.31  
2) Το στατιστικό πακέτο FSTAT 
3) Το πρόγραμμα GENEPOP 
4) Το στατιστικό πακέτο PHYLIP 3.6C 
5) Το στατιστικό πακέτο STRUCTURE 
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7) Το πρόγραμμα GENECLASS 2.0 
8) Το στατιστικό πακέτο BOTTLENECK 
9) Τη δημόσια βάση δεδομένων GenBank 
10) Την οικογένεια λογισμικού BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 
11) Το Omiga 2.0   
12) Το στατιστικό πακέτο SPSS 13.0 
13) Το στατιστικό πακέτο Populus 5.4 
14) Το στατιστικό πακέτο CoNe 1.01
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
Α. Ανάλυση της εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια, βασισμένη 
στη χρήση μικροδορυφορικών δεικτών
1. Γενικά
2. Περιοχές δειγματοληψίας
3. Ισορροπία κατά Hardy-Weinberg (HW) (α) και ανισορροπία σύνδεσης (β)
4. Γενετική ποικιλομορφία στην Καλιφόρνια και στο Ισραήλ
5. Πληθυσμιακή δομή στην Καλιφόρνια
6. Γενετική δομή του συνόλου των πληθυσμών 
7. Γονιδιακή ροή
8. Ανάλυση φαινομένων γενετικής στενωπού
Β. Διερεύνηση της πιθανότητας πολλαπλών εισβολών του δάκου της ελιάς
στην Καλιφόρνια, βασισμένη στη χρήση μικροδορυφορικών δεικτών
1. Γενικά
2. Περιοχές δειγματοληψίας
3. Ισορροπία κατά Hardy-Weinberg (HW) (α) και ανισορροπία σύνδεσης (β)
4. Γενετική ποικιλομορφία στην Καλιφόρνια
5. Πληθυσμιακή δομή στην Καλιφόρνια
6. Γενετική δομή του συνόλου των πληθυσμών δάκου που αναλύθηκαν
7. Ροή γενετικής πληροφορίας
8. Προσδιορισμός του πιθανού δραστικού μεγέθους ιδρυτικών πληθυσμών 
των περιοχών εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια
Γ. Διερεύνηση της πιθανότητας πολλαπλών εισβολών του δάκου της
ελιάς στην Καλιφόρνια, βασισμένη στη χρήση μοριακών δεικτών 
μιτοχονδριακού DNA (mtDNA)
1. Γενικά
2. Γεωγραφική διασπορά των δειγμάτων
3. Πληθυσμιακή δομή στην Καλιφόρνια
4. Γενετική δομή του συνόλου των πληθυσμών δάκου που αναλύθηκαν





Δ. Μελέτη της προσαρμογής ενός ισραηλινού αποικιοποιημένου στελέχους 
δάκου σε τεχνητές συνθήκες εκτροφής
1. Γενικά
2. Γενετική διαφοροποίηση του αποικιοποιημένου εργαστηριακού 
στελέχους του Ισραήλ











































Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ
4. Γενετική διαφοροποίηση του εργαστηριακού στελέχους 
5. Πίεση επιλογής και πολυμορφικοί γενετικοί τόποι
ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ
1. Ανάλυση της εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια, με τη χρήση δέκα μικροδορυφορικών γενετικών 
τόπων 
1.α. Περιγραφή της στόχευσης και της πειραματικής βάσης της παρούσας ανάλυσης
1.β. Στοιχεία της πληθυσμιακής δομής του δάκου στην Καλιφόρνια 
1.γ. Υποπληθυσμός της δυτικής Μεσογείου και πληθυσμός της Καλιφόρνιας:
μια σχέση γενετικής απομόνωσης
1.δ. Υποπληθυσμός κεντρικής Μεσογείου και πληθυσμός της Καλιφόρνιας: 
δύο γονιδιακές δεξαμενές χωρίς συσχέτιση
1.ε. Η ανατολική Μεσόγειος αποτελεί την πλέον πιθανή περιοχή 
προέλευσης της εισβολής του δάκου στην Καλιφόρνια
1.ζ. Ανατολική Μεσόγειος και Καλιφόρνια: τελικά ζήτημα απλής
εισβολής ή πολλαπλών εισβολών του εντόμου;
1.η. Νότια Αφρική, ανατολική Μεσόγειος και Καλιφόρνια: μια πολύ μακρινή 
γενετική διασύνδεση με ρίζες στα βάθη του χρόνου
1.θ. Ο δραστικός αριθμός ιδρυτικών ατόμων των πληθυσμών των περιοχών 
εξάπλωσης του δάκου στην Καλιφόρνια μπορεί να δώσει σημαντικές πληροφορίες
2. Μελέτη της προσαρμογής του ισραηλινού αποικιοποιημένου 
εργαστηριακού στελέχους δάκου σε τεχνητό περιβάλλον
2.a. Προβλήματα εφαρμογής της Τεχνικής Στείρων Εντόμων (SIT)
2.β. Η προσαρμογή του ισραηλινού εργαστηριακού στελέχους δάκου 
στις τεχνητές συνθήκες εκτροφής  
2.β.1. Το προφίλ της γενετικής δομής του εργαστηριακού στελέχους, των 
μεταβολών του πληθυσμιακού του μεγέθους και των μεταβολών των γενετικών του
 χαρακτήρων, όπως διαμορφώνονται στο χρονικό πλαίσιο 22 εργαστηριακών γενεών 
2.γ. Η δράση της φυσικής επιλογής και της τυχαίας γενετικής παρέκκλισης 
πάνω στους πολυμορφισμούς των μικροδορυφορικών γενετικών τόπων 
Συμπεράσματα της παρούσας μελέτης: χρησιμότητα και μελλοντικές προοπτικές 
Ανάλυση της βιολογικής εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια
Μελέτη της προσαρμογής του ισραηλινού εργαστηριακού 






Α. Το φυτό της εληάς
Συστηματική κατάταξη και βοτανική περιγραφή
Eληά και Μεσογειακή κουλτούρα: μια διαχρονική σχέση συνεχούς αλληλεπίδρασης
Η εληά στην αρχαία Ελλάδα
Οι συμβολισμοί της εληάς στην αρχαία Ελλάδα
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Γ. Πρωτόκολλα χρήσης των χρησιμοποιούμενων στατιστικών εφαρμογών
POPGENE
GENEPOP             
PHYLIP-TREEVIEW
STRUCTURE            





POPULUS      
CoNe
Δ. Διαγράμματα παρατηρούμενων αλληλομορφικών συχνοτήτων και προσομοιωτικά διαγράμματα 
αλληλομορφικών συχνοτήτων του προγράμματος POPULUS, του ισραηλινού εργαστηριακού
στελέχους δάκου
Ε. Μήτρες εισαγωγής δεδομένων
1. Ανάλυση του φαινομένου της εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια,  
με τη χρήση μικροδορυφορικών δεικτών
1.1. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή POPGENE
1.2. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στις στατιστικές εφαρμογές GENEPOP και GENALEX
1.3. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή PHYLIP
1.4. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή STRUCTURE
1.5. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή FSTAT
1.6. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή BOTTLENECK
1.7. Μήτρες εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή GENECLASS
1.8. Μήτρες εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή CoNe
2. Ανάλυση του φαινομένου της εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια, 
με τη χρήση μοριακών δεικτών μιτοχονδριακού DNA
2.1. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή POPGENE
2.2. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή PHYLIP
2.3. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή STRUCTURE
2.4. Μήτρες εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή GENECLASS
2.5. Μήτρες εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή SPSS
3. Ανάλυση της προσαρμογής φυσικών πληθυσμών δάκου σε συνθήκες 
εργαστηρίου, με τη χρήση μικροδορυφορικών δεικτών
3.1. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή POPGENE
3.2. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή GENEPOP
3.3. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή PHYLIP
3.4. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή STRUCTURE
3.5. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή FSTAT
3.6. Μήτρες εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή GENECLASS
3.7. Μήτρες εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή POPULUS
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ακτές της βόρειας Αφρικής. Μία άλλη ιστορική εκδοχή 
αναφέρει ότι το φυτό της εληάς αρχικά μεταφέρθηκε 
από τη Βόρεια Συρία στα νησιωτικό σύμπλεγμα του 
Αιγαίου, στη συνέχεια στην ηπειρωτική Ελλάδα και 
αργότερα στις ελληνικές αποικίες της κάτω Ιταλίας (στη 
Σικελία και στη Σαρδηνία). Όποια ιστορική εκδοχή και 
να περιγράφει την αρχική εξάπλωση της εληάς, από 
εκεί και έπειτα η διάδοσή της στην υπόλοιπη ευρωπαϊκή 
ήπειρο υπήρξε θέμα χρόνου.    
Εικόνα 1. Γεωγραφική αποτύπωση της Λεβαντινής ζώνης.
* Η «Ελιά» με «ι» αναφέρεται στον ελαιόκαρπο. Η «Εληά» 
με «η» αναφέρεται στο ελαιόδενδρο (προκύπτει από το 
ελαία)
1.β. Παγκόσμια εξάπλωση της ελαιοκαλλιέργειας
Η πρώιμη αναγνώριση της διατροφικής αξίας του 
ελαιολάδου και γενικά των προϊόντων της εληάς έθεσε 
την καλλιέργειά της στο κέντρου του ενδιαφέροντος της 
παγκόσμιας αγροτικής οικονομίας. Πέρα λοιπόν από τις 
περιοχές των παραδοσιακών ζωνών ελαιοκαλλιέργειας - 
με σημείο αναφοράς τις μεσογειακές χώρες - διάφορες 
άλλες περιοχές του κόσμου προσπαθούν είτε να 
αποκτήσουν μερίδιο στην παγκόσμια ελαιοπαραγωγή 
είτε να το επαυξήσουν. Έτσι η εληά, πέραν των 
στενών γεωγραφικών ορίων της μεσογειακής λεκάνης, 
εξαπλώθηκε και στο Νέο Κόσμο. Σύμφωνα με τα 
διαθέσιμα ιστορικά στοιχεία πρώτοι οι Ισπανοί άποικοι 
1. Η εληά* 
1.α. Η προέλευση και η ιστορία της στα βάθη του 
χρόνου
Η προέλευση και η αρχαία ιστορία της εληάς αποτελεί 
μέχρι σήμερα θέμα επιστημονικών συζητήσεων και 
αμφισβητήσεων. Οι χρονικές καταβολές των διαφόρων 
μορφών αγρίου τύπου του φυτού εκτείνονται πριν 
από την Τεταρτογενή γεωλογική περίοδο (Zohary 
and Spiegel-Roy, 1975; Besnard et al., 2007). Όμως, η 
διαποίκιλσή της εμφανίστηκε πιθανότατα στα κεντρικά 
της αφρικανικής ενδοχώρας, κατά την ξηρή και ψυχρή 
περίοδο της Πλειόκαινου γεωλογικής εποχής, με το 
διαχωρισμό δύο κύριων γενεαλογικών γραμμών: α) της 
αφρικανικής και ασιατικής γραμμής (Olea europea, του 
υποείδους cuspidata) και β) της βορειοαφρικανικής και 
ευρωπαϊκής γραμμής (Olea europea, που περιλαμβάνει 
αρκετά υποείδη).
Η κυρίαρχη μορφή αγρίου τύπου εληάς, η οποία κατά τη 
Νεολιθική περίοδο αξιοποιήθηκε αρχικά από τους λαούς 
της ανατολικής πλευράς της μεσογειακής λεκάνης για 
την κάλυψη βασικών διατροφικών τους αναγκών (Zo-
hary and Hopf, 2000) - παρά τη μικρή ελαιομάζα και την 
περιορισμένη περιεκτικότητα του καρπού σε έλαιο - 
ήταν η Εληά η ευρωπαϊκή (Olea europea), του υποείδους 
europea και της ποικιλίας sylvestris (Besnard et al., 2007, 
2009; Baldoni et al., 2002). Αυτή η μορφή αγρίου τύπου 
αποτέλεσε τη βάση της διαδικασίας εξημέρωσης του 
φυτού από τον άνθρωπο. Έλαβε δε χώρα κατά τη διάρκεια 
της τέταρτης χιλιετίας π.Χ. στη Λεβαντινή γεωγραφική 
ζώνη, η οποία ιστορικά εντοπίζεται στην περιοχή της 
ανατολικής Μεσογείου, μεταξύ Ανατολίας και Αιγύπτου 
(Zohary and Hopf, 2000; Lumaret et al., 2004) (Εικόνα 1). 
Η προαναφερθείσα διαδικασία εξημέρωσης έδωσε στον 
κόσμο τη μορφή της καλλιεργούμενης εληάς όπως τη 
γνωρίζει σήμερα (Olea europea, του υποείδους europea 
και της ποικιλίας europea). Η συγκεκριμένη ποικιλία 
εισήχθηκε τελικά, διαμέσου των διαπολιτισμικών αλλά 
και εμπορικών συναλλαγών, στο σύνολο σχεδόν των 
μεσογειακών χωρών (Ruiz Castro, 1948; Boardman, 
1976), μέχρι να αποκτήσει τη σημερινή εξάπλωση και 
πληθυσμιακή πυκνότητα στη λεκάνη της Μεσογείου. Πιο 
συγκεκριμένα, η εξάπλωση της καλλιέργειας της εληάς 
στο παλαιό κόσμο παρουσιάζει διάφορες ιστορικές 
εκδοχές, οι οποίες ως προς το γεωγραφικό εντοπισμό 
δεν παρουσιάζουν και πολύ μεγάλες αποκλίσεις. 
Σύμφωνα με μία εκδοχή, το φυτό της εληάς αρχικά 
μεταφέρθηκε από την Αίγυπτο και την Αιθιοπία στην 
Κύπρο και κατόπιν εξαπλώθηκε από τους Φοίνικες στις 
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ήταν εκείνοι οι οποίοι μετέφεραν με τα πλοία τους 
την εληά στο Περού, μόλις στα μέσα του 16ου αιώνα 
μ.Χ.. Από εκεί, γύρω στα 1700 μ.Χ., με τη βοήθεια των 
φραγκισκανών μοναχών η εληά μεταφέρθηκε στα 
κεντρικά της αμερικανικής ηπείρου και συγκεκριμένα 
στο Μεξικό.  Η εγκαθίδρυση  του νέου  είδους  στο  Νέο 
Κόσμο ολοκληρώθηκε από τους ιεραποστόλους οι 
οποίοι μετέφεραν την εληά στην Καλιφόρνια στα τέλη 
του 18ου αιώνα μ.Χ. (Hurley, 1919). Η περιοχή  αυτή 
αποτελεί  σήμερα μια μεγάλη ζώνη ελαιοκαλλιέργειας, 
αφού έκτοτε η εληά εξαπλώθηκε σε όλη την Πολιτεία 
της  Καλιφόρνιας  όπου και  καλλιεργείται συστηματικά 
από τον 19ο αιώνα (Εικόνα 2(α)). Επίσης, τον 19ο αιώνα 
μ.Χ. η εληά εισήχθηκε και σε αρκετές περιοχές της 
Αυστραλίας, της Νέας Ζηλανδίας και σε μέρος των 
νησιωτικών συμπλεγμάτων του Ειρηνικού Ωκεανού. Τα 
τελευταία χρόνια η εληά εισήχθηκε και σε περιοχές της
κεντρικής αλλά και της δυτικής Ασίας (Εικόνα 2(β) · FAO, 
2010).
1.γ. Η σημασία της εληάς στο σύγχρονο κόσμο
Σήμερα, η καλλιέργεια της εληάς σε παγκόσμιο επίπεδο 
εκτείνεται σε περίπου 94 εκατομμύρια στρέμματα, 
που καταλαμβάνονται από περίπου 850 εκατομμύρια 
ελαιόδενδρα (FAO, 2010). Η γεωγραφική κατανομή 
της καλλιέργειας μεταξύ των χωρών της μεσογειακής 
λεκάνης και των υπολοίπων χωρών του κόσμου είναι 
άνιση, αφού οι πρώτες κατέχουν το 98,5% των συνολικών 
εκτάσεων ελαιοκαλλιέργειας, ενώ μόλις το υπόλοιπο 





Εικόνα 2. (α) Η διάδοση της εληάς στην Καλιφόρνια, (β) Η Παγκόσμια εξάπλωση της ελαιοκαλλιέργειας. 
(Εικόνα 3(β)· FAO, 2010). Σε αντίστοιχα δυσανάλογα 
μεγέθη κινείται και η συμμετοχή της μεσογειακής 
λεκάνης στη διαμόρφωση του ύψους της παγκόσμιας 
παραγωγής ελαιοκάρπου, έναντι όλων των υπολοίπων 
χωρών του κόσμου στις οποίες καλλιεργείται η εληά. 
Και αυτό γιατί τα ποσοστά αυτά είναι 96,77% και μόλις 
3,23% αντίστοιχα (Εικόνα 3(α)· FAO, 2010). 
Η παγκόσμια παραγωγή ελαιοκάρπου τις τελευταίες 
έξι δεκαετίες φαίνεται να έχει αυξηθεί κατά περίπου 
2,5 φορές και να ξεπερνά συνολικά τα 20 εκατομμύρια 
τόννους ετησίως (Εικόνα 4· FAO, 2010). Από τη 
διαθέσιμη παραγωγή, περίπου το 90% προορίζεται για 
σύνθλιψη με σκοπό την παραγωγή ελαιολάδου, ενώ 
μόλις το υπόλοιπο 10% προωθείται στη μεταποιητική 
βιομηχανία με στόχο την παραγωγή επιτραπέζιων ελιών 
(FAO, 2010).
Οι χώρες της Ευρωπαϊκής Ένωσης (Ε.Ε.) κατέχουν 
κυρίαρχη θέση στην παραγωγή ελαιολάδου, αφού βάσει 
των πιο πρόσφατων διαθέσιμων στοιχείων, από τους 
συνολικά 3,3 εκατομμύρια τόννους ελαιολάδου που 
παράχθηκαν παγκοσμίως το έτος 2010, 2,5 εκατομμύρια 
τόννοι παράχθηκαν από τις χώρες που ανήκουν στην 
Ε.Ε.. Η ποσότητα αυτή αντιστοιχεί περίπου στο 75% της 
παγκόσμιας παραγωγής ελαιολάδου (FAO, 2010).
Στη  χώρα  μας σήμερα υπάρχουν περίπου 160 
εκατομμύρια  ελαιόδενδρα (ΕΣΥΕ, 2006) και η καλλιέργειά 
τους αποτελεί μεγάλο τμήμα του παραγωγικού 
δυναμικού της ελληνικής αγροτικής οικονομίας. Κι’ 
αυτό διότι οι απασχολούμενες με την ελαιοκαλλιέργεια 
οικογένειες, κατά κύριο ή δευτερεύοντα τρόπο, 
ανέρχονται περί τις 450.000, με τη δραστηριότητα αυτή 
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ότι το 60,1% των συνολικών εκτάσεων που καταλαμβάνει 
η εληά στη χώρα μας, εκτείνεται σε τέτοιου είδους 
ορεινές και ημιορεινές περιοχές (Εικόνα 5· ΕΣΥΕ, 2006).
Τέλος, εξίσου σημαντικός είναι ο ρόλος που 
διαδραματίζει η καλλιέργεια της εληάς στη διατήρηση 
της αειφορίας και την αποτροπή της υποβάθμισης των 
γεωργικών εδαφών, κυρίως των ορεινών και ημιορεινών 
περιοχών, εξαιτίας της προστασίας των τελευταίων από 
τη διάβρωση.
να εισφέρει περίπου το 47% του συνολικού εγχώριου 
ακαθάριστου γεωργικού εισοδήματος (ΕΣΥΕ, 2005). 
Επιπλέον, η εληά ακόμη και σήμερα κατέχει 
πρωταγωνιστικό ρόλο στη διαμόρφωση του χαρακτήρα 
των τοπικών κοινωνιών της υπαίθρου και της διατήρησης 
της συνοχής του ιστού τους. Είναι εξαιρετικά σημαντικό 
το γεγονός, από καθαρά κοινωνική και οικονομική 
σκοπιά, ότι η ελαιοκαλλιέργεια παρέχει τη δυνατότητα 
στους κατόχους μικρών γεωργικών εκμεταλλεύσεων (σε 
ένταση εδαφικής ιδιοκτησίας, κεφαλαίου και εργασίας), 
να αποκτούν ένα αξιοπρεπές εισόδημα. Ακόμα, εάν 
αναλογιστεί κανείς τις εκτάσεις της καλλιέργειας που 
υφίστανται στα ορεινά και ημιορεινά, πολλές φορές 
άγονα ξηροθερμικά ενδιαιτήματα της Μεσογείου, 
θα κατανοήσει την εξέχουσα συνεισφορά της εληάς 
στην διαμόρφωση της ιστορικής διαδρομής και της 
συνέχειας αυτών των μη ευνοημένων κοινωνιών. Ένα 
τέτοιο παράδειγμα αποτελεί και η χώρα μας, αφού η 
γεωγραφία της περιλαμβάνει πολλούς μικρούς και 
μεγάλους ορεινούς όγκους. Η βέλτιστη  καλλιεργητική 
αξιοποίηση αυτών των ορεινών περιοχών γίνεται 
μέσω της ελαιοκαλλιέργειας, η οποία είναι ίσως και η 
μόνη βιώσιμη σε περιοχές με χαμηλή διαθεσιμότητα 
οικονομικών πόρων. Χαρακτηριστικό είναι το γεγονός 
Εικόνα 3. (α) Ποσοστό (%) της παραγωγής ελαιοκάρπου της μεσογειακής λεκάνης και (β) Εκτάσεις ελαιοκαλλιέργειας της μεσογειακής 
λεκάνης. Οι δύο παραπάνω αναφορές συγκρίνονται με τη συνολική παγκόσμια παραγωγή ελαιοκάρπου και τις συνολικές 
καλλιεργούμενες εκτάσεις ελαιοδένδρων αντίστοιχα (FAO, 2010).  
Εικόνα 4. Παγκόσμια παραγωγή ελαιοκάρπου (σε 
εκατομμύρια τόννους). 
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Εικόνα 5. Η κατανομή της ελαιοκαλλιέργειας στις πεδινές και 
στις ορεινές και ημιορεινές περιοχές της Ελλάδας (ΕΣΥΕ, 2006).
1.δ. Η εληά στην Καλιφόρνια: η σημασία της στη 
διαμόρφωση των οικονομικών και κοινωνικών 
συσχετισμών
Πρόσφατη μελέτη που εκπονήθηκε για λογαριασμό της 
Επιτροπής Ελιάς της Καλιφόρνιας (California Olive Com-
mittee [COC]), καταδεικνύει τη σημαντικότατη συμβολή 
της ελαιοκαλλιέργειας στα οικονομικά μεγέθη της 
περιοχής αυτής. Στόχος της μελέτης υπήρξε η αξιολόγηση 
του οικονομικού αντίκτυπου της καλλιέργειας σε όλο 
το φάσμα της επιχειρηματικής δραστηριότητας που 
σχετίζεται άμεσα με την παραγωγή, τις θέσεις εργασίας 
που δημιουργούνται ως απόρροια της δραστηριότητας 
στους διάφορους τομείς της Πολιτειακής οικονομίας και 
τέλος την απόδοση των φόρων των επιχειρήσεων που 
δραστηριοποιούνται σε όλους τους παραπάνω τομείς 
(http://www.calolive.org/wp-content/uploads/COC-
EIR-REPORT-FINAL.pdf).
Βάσει λοιπόν των στοιχείων της μελέτης, το συνολικό 
οικονομικό αποτέλεσμα αφορά:
1) Ετήσια παραγωγή γεωργικού εισοδήματος που 
ανέρχεται σχεδόν σε 500 εκατομμύρια δολάρια. Αυτό 
ισοδυναμεί με παραγωγή ημερήσιου οικονομικού 
αποτελέσματος περίπου 1,4 εκατομμυρίων δολαρίων. 
2) Περίπου 3.500 θέσεις εργασίας ως αποτέλεσμα των 
άμεσων καλλιεργητικών δραστηριοτήτων, αλλά και το 
πολλαπλασιαστικό αποτέλεσμα της δημιουργίας νέων 
θέσεων εργασίας σε ένα μεγάλο εύρος γεωργικών και 
μη-γεωργικών οικονομικών τομέων που σχετίζονται 
με την πρωτογενή δραστηριότητα γύρω από την 
ελαιοκαλλιέργεια.
3) Περισσότερα από 135 εκατομμύρια δολάρια, που 
αποτελούν το εισόδημα των μόνιμα και εποχικά 
εργαζομένων στις γεωργικές εκμεταλλεύσεις. Αυτά τα 
χρήματα αφορούν μισθοδοσίες, ημερομίσθια, αμοιβές 
υπερωριακής απασχόλησης, και είναι χρήματα που 
τελικά διαχέονται στην κοινωνία της Πολιτείας.
4) Σχεδόν 14,7 εκατομμύρια δολάρια που αποδίδονται 
στις Οικονομικές Υπηρεσίες της  Πολιτείας της 
Καλιφόρνιας ως έμμεσοι φόροι των επιχειρήσεων, μη 
συμπεριλαμβανομένων των ποσών που αποδίδονται 
από την άμεση φορολόγηση του γεωργικού εισοδήματος 
των ελαιοκαλλιεργητών.
2. Ο δάκος της ελιάς
2.α. Η σημασία, η προέλευση και η κατανομή του εντόμου 
Σημασία:
Ο δάκος αποτελεί το σημαντικότερο ζωικό παράσιτο της 
εληάς. Οι συνέπειες της καταστροφικής του παρουσίας 
απασχολούσε τους καλλιεργητές της εληάς από την 
αρχαιότητα ακόμη. Έτσι, ο Θεόφραστος (371-286 π.Χ.) 
αναφέρει στη μελέτη του «Περί φυτῶν αἰτίων» την 
ύπαρξη προνυμφών στον ελαιόκαρπο (πιθανότατα 
δύο διαφορετικών ζωικών εχθρών· του δάκου και του 
πυρηνοτρήτη): «Τάς δέ ἐλαίας, ἐάν μέν ὑπό τό δέρμα 
γένωνται, διαφθείρουσιν ἐξεσθιούση γάρ (η αναφορά 
γίνεται για τις προνύμφες του δάκου). Ἐάν δ΄ἐν τῶ ἕσω 
τόν πυρήνα διαφάγωσι, ὠφελοῦσι (η αναφορά γίνεται 
για τις προνύμφες του πυρηνοτρήτη)». Φαίνεται πως 
ο Θεόφραστος δεν είχε διακρίνει τη διαφορά μεταξύ 
των δύο διαφορετικών προνυμφών και μάλιστα 
θεωρούσε τις προνύμφες του πυρηνοτρήτη ωφέλιμες. 
Μεταγενέστερα, ο πρώτος ο οποίος αναφέρει πολύτιμες 
πληροφορίες για το δάκο της εληάς είναι ο γεωπόνος 
Παναγιώτης Γεννάδιος (1848-1917). Η αναφορά 
αυτή γίνεται στο άρθρο του «Ἀσθένειαι τῆς ἐλαίας» 
που δημοσιεύθηκε το 1896 στο περιοδικό «Ἑλληνική 
Γεωργία», που ο ίδιος εξέδιδε.
Προέλευση:
Η γεωγραφική διασπορά πολλών συγγενικών ειδών 
του γένους Bactrocera στην περιοχή της Ινδίας αποτελεί 
σοβαρή ένδειξη ότι το γεωγραφικό σταυροδρόμι όπου 
ενώνονται η Μέση Ανατολή, η νότια και η κεντρική Ασία, 
είναι πιθανότατα η περιοχή προέλευσης του είδους, αν 
και σήμερα εκεί εμφανίζεται έλλειψη ελαιόδενδρων 
(Goulielmos et al., 2003). Επίσης, παρά το γεγονός 
ότι κάθε προσπάθεια εντοπισμού του γεωγραφικού 
κέντρου εξάπλωσης ενός είδους ενέχει σοβαρά 
εμπόδια και δυσκολίες, μία μελέτη του Nardi και των 
συνεργατών του (Nardi et al., 2005) ενισχύει προς την 
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ίδια κατεύθυνση την παραπάνω συλλογιστική, αφού 
περιγράφει τους πακιστανικούς πληθυσμούς ως τους 
πλέον γενετικά διαφοροποιημένους σε σχέση με όλους 
τους υπόλοιπους που αναλύονται.        
Κατανομή:
Η κατανομή του δάκου ανά τον κόσμο συνδέεται άρρηκτα 
με αυτή του ξενιστή του, αφού αποτελεί αυστηρά 
μονοφάγο έντομο. Πράγματι, η προνύμφη του εντόμου 
τρέφεται αποκλειστικά και μόνο από τον ελαιόκαρπο 
της καλλιεργούμενης εληάς (Olea europea subsp. eu-
ropea var. europea) και της άγριας εληάς (Olea europea 
subsp. europea var. sylvestris). Εκτός από τις μεσογειακές 
περιοχές της νότιας Ευρώπης, το έντομο απαντάται 
επίσης στη βόρεια, τη νότια Αφρική καθώς επίσης και σε 
όλο το μήκος της ανατολικής ακτογραμμής της ηπείρου, 
στους Κανάριους Νήσους, στη Μέση Ανατολή, στην 
νότια και κεντρική Ασία και γενικότερα σε όλες σχεδόν 
τις περιοχές όπου φύονται ελαιόδενδρα (Δήμου, 2002). 
Αξίζει να σημειωθεί ότι μέχρι σήμερα το έντομο δεν 
εντοπίζεται στην Κίνα και την Αυστραλία, παρόλο που 
στις περιοχές αυτές υφίσταται ελαιοκαλλιέργεια.   
2.β. Συστηματική κατάταξη και περιγραφή του 
εντόμου
Ο δάκος της ελιάς, Bactrocera oleae (Rossi), (με παλαιότερη 
ονοματολογία Dacus oleae (Gmelin), ανήκει στο βασίλειο 
Animalia, στη συνομοταξία Arthropoda, στην ομοταξία 
Insecta, στην τάξη Diptera, στην οικογένεια Tephriti-
dae, στην υποοικογένεια Dacinae, στη φυλή Dacini, στο 
γένος Bactrocera και στο είδος oleae.
Το αυγό του εντόμου είναι ελλειψοειδές, επίμηκες, 
λευκού χρώματος που φθάνει σε μήκος τα 0,8mm 
(Εικόνα 6). 
Η προνύμφη του εντόμου (Εικόνα 6) φθάνει σε μήκος 
έως και τα 7mm, έχει χρώμα υποκίτρινο, είναι άποδη, 
ακέφαλη, με στοματικά μόρια του τύπου των γναθικών 
αγκίστρων, όπως έχουν όλα τα δίπτερα κυκλόρραφα. 
Αυτά τα δίπτερα περιλαμβάνουν τρία προνυμφικά 
αναπτυξιακά στάδια (Γιαμβριάς, 1998).
Το ακίνητο αναπτυξιακό στάδιο περιλαμβάνει την νύμφη 
ή πλαγγόνα ή βομβύκιο. Αυτός ο σχηματισμός έχει 
ωοειδές σχήμα και μήκος που φτάνει τα 5mm. Το χρώμα 
του στην αρχή είναι υποκίτρινο, ενώ με την πάροδο 
των ημερών μεταβάλλεται τελικά σε καστανοκίτρινο. Η 
έξοδος του ενήλικου εντόμου πραγματοποιείται με τη 
δημιουργία μιας κυκλικής σχισμής στο άκρο της νύμφης, 
στο οποίο βρίσκεται η κεφαλή του νεαρού εντόμου. 
Αυτή είναι μια διαδικασία που επίσης χαρακτηρίζει τα 
κυκλόρραφα δίπτερα (Γιαμβριάς, 1998· Εικόνα 6). 
Εικόνα 6. Τα αναπτυξιακά στάδια του αυγού, της προνύμφης 
και της νύμφης του δάκου της ελιάς (με σειρά αναφοράς από 
αριστερά προς τα δεξιά).
Τέλος, το ενήλικο έντομο (Εικόνα 7), έχει μήκος σώματος 
το οποίο δεν υπερβαίνει τα 4-5mm. Η κεφαλική κάψα 
του έχει χρώμα ερυθροκίτρινο και φέρει δύο κηλίδες 
μαύρου χρώματος κάτω από τις κεραίες. Οι οφθαλμοί 
του είναι σύνθετοι, ιριδίζοντες, με χρώμα κυανοπράσινο. 
Η θωρακική κάψα του είναι γενικά πορτοκαλόχρωη, 
με το ραχιαίο της τμήμα να είναι μαύρο. Κατά 
μήκος αυτής της επιφάνειας φέρονται τέσσερις, 
παράλληλα τοποθετημένες, αργυρόχρωες ταινίες. Στη 
ραχιαία περιοχή του μεταθώρακα το ενήλικο φέρει 
χαρακτηριστικό θυρεό λευκού χρώματος. Η κοιλιακή 
κάψα του εντόμου έχει καστανό χρώμα με κοκκινωπές 
κηλίδες. Στα ενήλικα θηλυκά η κοιλιακή κάψα καταλήγει 
στο όργανο ωοαπόθεσης, τον ωοθέτη, που έχει το βασικό 
του τμήμα μαύρο και μήκος που φθάνει το 1mm. Τα τρία 
ζεύγη ποδιών του εντόμου είναι βαδιστικού τύπου και 
έχουν χρώμα καστανό. Οι πτέρυγές του είναι υαλώδεις, 
ιριδίζουσες με δίκτυο μαύρων νευρώσεων και φέρουν 
στο άκρο τους από μία χαρακτηριστική μαύρη κηλίδα. 
Το άλλο ζευγάρι μεταμορφωμένων πτερύγων έχει 
χαρακτηριστικό σχήμα αλτήρων, χρώματος υπόλευκου.
Εικόνα 7. Ενήλικο θηλυκό του εντόμου B. oleae (Rossi). 
2.γ. Βιολογικός κύκλος, οικολογία και διατροφή 
του εντόμου
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Βιολογικός κύκλος και οικολογία:
Ο δάκος της ελιάς, ως ολομετάβολο έντομο, περιλαμβάνει 
τέσσερα βασικά αναπτυξιακά στάδια που εναλλάσσονται 
ως εξής: το εμβρυϊκό στάδιο που ακολουθείται από το 
προνυμφικό (το οποίο περιλαμβάνει συνολικά τρία 
επιμέρους στάδια) και η πρώτη μεταμόρφωση σε νύμφη 
που τελικά ακολουθείται από τη δεύτερη σε ενήλικο 
έντομο. 
Το έντομο χαρακτηρίζεται επίσης από πολυκυκλικότητα, 
αφού είναι ικανό να συμπληρώσει περισσότερες από μία 
γενεές ανά έτος. Συνήθως, συμπληρώνει 3 έως 5 γενεές 
ανά έτος. Σπανιότερα, όταν ο ελαιόκαρπος παραμένει 
στα δένδρα κατά τη διάρκεια του χειμώνα και της άνοιξης, 
και ταυτόχρονα οι κλιματολογικές συνθήκες αυτών των 
χρονικών περιόδων είναι ευνοϊκές, είναι δυνατό οι γενιές 
να διαδέχονται αδιάλειπτα η μία την άλλη, καθ’ όλη τη 
διάρκεια του έτους. Στην προαναφερθείσα περίπτωση 
είναι δυνατή η συνύπαρξη όλων των σταδίων του 
εντόμου στον ίδιο ελαιώνα. 
Κατά τους χειμερινούς μήνες, με δεδομένη τη μικρή 
διαθεσιμότητα ελαιοκάρπου στους ελαιώνες και εξαιτίας 
των αντίξοων κλιματολογικών συνθηκών αυτής της 
περιόδου, ο πληθυσμός του εντόμου αντιπροσωπεύεται 
κυρίως από διαχειμάζουσες νύμφες, πρωτίστως σε 
προφυλαγμένες θέσεις του εδάφους και δευτερευόντως 
στους εναπομείναντες ελαιοκάρπους. Η εμφάνιση 
των ενηλίκων της πρώτης γενιάς πραγματοποιείται 
την περίοδο Φεβρουαρίου-Μαρτίου, ανάλογα με 
τις γεωγραφικές συντεταγμένες του ελαιώνα και 
με τις επικρατούσες κλιματολογικές συνθήκες κάθε 
καλλιεργητικής περιόδου. 
Στα αρσενικά ενήλικα η διαδικασία της σπερματογένεσης 
ξεκινά πριν τη νύμφωση, συνεχίζεται σε όλη τη διάρκεια 
του συγκεκριμένου σταδίου και ολοκληρώνεται περίπου 
4 ημέρες μετά την έξοδο του ενηλίκου ατόμου από 
το βομβύκιο (Fytizas, 1973b). Η σπερματογένεση 
επαναλαμβάνεται κατά τη διάρκεια της ζωής του 
ενήλικου αρσενικού σε κύκλους των 7 έως 10 ημερών, 
ώστε να αποφεύγεται ο κίνδυνος της εξάντλησης των 
αποθεμάτων αρσενικών γαμετών ως απόρροια των 
αλλεπάλληλων συζεύξεων. Όσον αφορά τα θηλυκά 
άτομα, τα πρώτα ωάρια σχηματίζονται 6 έως 8 ημέρες 
μετά την έξοδο του ενηλίκου ατόμου από το βομβύκιο 
(Fytizas and Bacoyannis, 1970). Τα ενήλικα θηλυκά 
ζευγαρώνουν 1 έως 2 ημέρες πριν την εμφάνιση των 
ωαρίων στις ωοθήκες, ενώ τα αρσενικά είναι έτοιμα 
να συζευχθούν έως και 2 ημέρες νωρίτερα από τα 
θηλυκά (Zervas, 1985). Τα αρσενικά είναι πολυγαμικά 
και ζευγαρώνουν περίπου 1 φορά την ημέρα, ενώ τα 
θηλυκά είναι ολιγογαμικά και σπάνια ζευγαρώνουν 
πάνω από 2 φορές στην διάρκεια της ζωής τους. Είναι 
χαρακτηριστικό ότι μετά τη σύζευξη τα θηλυκά δεν 
είναι δεκτικά σε νέα αρσενικά για διάστημα 15 έως 25 
ημερών, κάτι που αποδίδεται κυρίως στα συστατικά του 
σπέρματος (Tzanakakis et al., 1968). 
Εφόσον, λοιπόν, τα ενήληκα της πρώτης γενιάς 
ωριμάσουν σεξουαλικά και λάβουν χώρα οι πρώτες μεταξύ 
τους συζεύξεις, εμφανίζονται οι πρώτες προσβολές κατά 
τους μήνες Ιούνιο-Ιούλιο, όταν ο ελαιόκαρπος είναι 
επιδεκτικός για την ωοαπόθεση (Fiestas et al., 1972; Gi-
rolami et al., 1983). Καταλληλότερος είναι ο ελαιόκαρπος 
που είναι ώριμος, μεγάλος και πλούσιος σε υγρασία. 
Κάθε θηλυκό άτομο έχει την τάση να αποθέτει τα αυγά 
του σε καρπούς στους οποίους δεν έχουν αποθέσει 
προηγουμένως αυγά άλλα θηλυκά άτομα. Όμως, σε 
περιπτώσεις ύπαρξης μεγάλου πληθυσμού ή λίγων 
διαθέσιμων καρπών, παρατηρούνται περισσότερες από 
μία ωοαποθέσεις ανά καρπό. Το θηλυκό επιλέγει την 
επιφάνεια ωοαπόθεσης και εκτείνοντας τον ωοθέτη 
του διατρυπά τον καρπό, με κλίση της κοιλιακής του 
κάψας υπό γωνία περίπου 60ο (Πελεκάσης, 1984), 
αφήνοντας ένα τριγωνικό νύγμα (Εικόνα 8 [(α) και (β)]). 
Ακολούθως, πραγματοποιεί την απόθεση του αυγού 
και πριν εγκαταλείψει τον ελαιόκαρπο απλώνει στην 
επιφάνειά του - με τη βοήθεια του ωοθέτη του - το 
χυμό που εκρέει, κάτι που λειτουργεί αποτρεπτικά για 
τα άλλα θηλυκά που θέλουν να αποθέσουν στον ίδιο 
καρπό τα αυγά τους. Από τη μία η ποιότητα της τροφής 
και από την άλλη η ένταση του φωτός επηρεάζουν 
άμεσα το ρυθμό ωοαπόθεσης των θηλυκών (Economo-
poulos and Tzanakakis, 1967;Tzanakakis et al., 1967). Το 
ενήλικο θηλυκό είναι σχετικά μακρόβιο και η ωοτοκία 
του μπορεί να συνεχίζεται επί εβδομάδες ή και μήνες. 
Κάθε θηλυκό άτομο μπορεί συνολικά να αποθέσει έως 
και 400 αυγά σε όλη την αναπαραγωγική του περίοδο. 
Η εκκολαπτόμενη προνύμφη ορύσσει στοά στο 
μεσοκάρπιο του ελαιοκάρπου από το οποίο τρέφεται. 
Όταν ολοκληρώσει την ανάπτυξή της, νυμφώνεται 
συνήθως μέσα στον καρπό κατά την καλοκαιρινή 
περίοδο, ενώ κατά τη φθινοπωρινή περίοδο συνήθως σε 
μικρό βάθος στο έδαφος. Η διαδικασία της νύμφωσης 
στον καρπό ή εναλλακτικά στο έδαφος φαίνεται να 
σχετίζεται με την αλλαγή της φωτοπεριόδου και με το 
αναπτυξιακό στάδιο του καρπού. Έχει υποστηριχθεί 
η άποψη ότι η αλλαγή του υποστρώματος νύμφωσης 
(από τον καρπό στο έδαφος) προστατεύει τους 
πληθυσμούς των εντόμων από τα πτηνά που αφειδώς 
τρέφονται από τους ώριμους καρπούς του φθινοπώρου 
(Kapatos and Fletcher, 1984) και επιπλέον αποτελεί μια 
εξελικτική προσαρμογή έναντι της μαζικής συγκομιδής 
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Εικόνα 9. Ο βιολογικός κύκλος του δάκου της ελιάς κατά τους μήνες της θερινής περιόδου.
του ελαιοκάρπου που διενεργείται από το τέλος του 
φθινοπώρου έως και τις αρχές του χειμώνα. Πάντως, η 
νύμφωση του εντόμου στο έδαφος εγκυμονεί μεγάλα 
ποσοστά θνησιμότητας που έχουν να κάνουν τόσο με 
αβιοτικούς παράγοντες (κλιματολογικές συνθήκες και 
μηχανική σύσταση του εδάφους) όσο και με βιοτικούς 
(υπεδάφια πανίδα και χλωρίδα) (Γιαμβριάς, 1998).
Εικόνα 8. (α) Ενήλικο θηλυκό κατά την ωοαπόθεση, (β) 
Τριγωνικά νύγματα σε ελιά τα οποία δημιουργούνται από τον 
ωοθέτη των θηλυκών ενηλίκων.
Την πρώτη γενιά του εντόμου στις αρχές καλοκαιριού 
ακολουθεί η δεύτερη στα μέσα του. Αυτή την περίοδο, 
και αν οι κλιματολογικές συνθήκες είναι ευνοϊκές, 
το έντομο μπορεί να συμπληρώσει το βιολογικό του 
κύκλο σε διάστημα μόλις 28 έως και 34 ημερών (Εικόνα 
9). Κι’ αυτό γιατί κατά τους καλοκαιρινούς μήνες το 
χρονικό διάστημα που απαιτείται για την εκκόλαψη 
των εμβρύων είναι μόλις 2 έως 4 ημέρες, το χρονικό 
διάστημα που απαιτείται για την ανάπτυξη των 
προνυμφών είναι μόλις 14 έως 16 ημέρες και το χρονικό 
διάστημα που απαιτείται για την πλήρη ανάπτυξη των 
ενηλίκων και την έξοδό τους από τα βομβύκια είναι 12 
έως 14 ημέρες. Σημειώνεται ότι τα αντίστοιχα χρονικά 
διαστήματα, των αντίστοιχων σταδίων του βιολογικού 
κύκλου του εντόμου, επιμηκύνονται χρονικά την άνοιξη, 
το φθινόπωρο και το χειμώνα, καθώς οι θερμοκρασίες 
προοδευτικά μειώνονται σ’ αυτές τις τρεις εποχές του 
έτους.
 Η δραστηριότητα του εντόμου κατά τη θερινή περίοδο, 
εξαρτάται από τις κλιματολογικές συνθήκες της κάθε 
περιοχής. Έτσι, το έντομο δεν δραστηριοποιείται με 
θερμό και ξηρό καιρό. Κατά τον Αύγουστο οι πληθυσμοί 
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του φθίνουν και το έντομο δεν απαντάται εύκολα 
στους ελαιώνες. Οι μεγαλύτεροι πληθυσμοί του 
καταγράφονται συνήθως την αρχή του φθινοπώρου, 
το μήνα Σεπτέμβριο, όπου η σχετική υγρασία στους 
ελαιώνες είναι αυξημένη και οι καρποί είναι στο πλέον 
κατάλληλο στάδιο για ωοτοκία. Φαίνεται δηλαδή πως το 
έντομο μεταναστεύει από τις περιοχές με ξηροθερμικές 
συνθήκες, σε δροσερότερα μέρη και επανέρχεται στους 
ελαιώνες το φθινόπωρο, όταν οι συνθήκες γίνονται 
ευνοϊκότερες. Έχει βρεθεί ότι οι καλύτερες θερμοκρασίες 
περιβάλλοντος για την ανάπτυξη του εντόμου είναι 
μεταξύ 20ο C και 28ο C, ενώ σε θερμοκρασίες πάνω από 
35ο C η δραστηριότητά του διακόπτεται (Πελεκάσης, 
1984). Κατά το καλοκαίρι, θερμοκρασίες οι οποίες 
υπερβαίνουν τους 31ο C προκαλούν μεγάλα ποσοστά 
θνησιμότητας στα αυγά και στις προνύμφες του 
εντόμου (Cirio et al., 1985). Σημειώνεται, τέλος, ότι το 
φθινόπωρο που παρατηρείται η επάνοδος του δάκου 
στους ελαιώνες, παρουσιάζει αλλεπάλληλες γενεές που 
αλληλεπικαλύπτονται χρονικά, γεγονός που καθιστά 
εξαιρετικά δύσκολο το διαχωρισμό τους.
Διατροφή:     
Τα ενήλικα άτομα δάκου τρέφονται από διάφορα φυτά 
και αξιοποιούν πολλές διαφορετικές πηγές τροφής, 
όπως χυμούς που εκκρίνονται από φρούτα, φύλλα και 
πληγές βλαστών, μελιτώδη εκκρίματα φυτών, αλλά και 
νέκταρ ανθέων. Στη φύση, τα θηλυκά άτομα του είδους 
μπορούν να επιβιώσουν χρησιμοποιώντας γύρη ανθέων 
ως πηγή πρωτεϊνών, αν και εξίσου σημαντική παρουσία 
στη δίαιτά τους αποτελούν τα διάφορα ιχνοστοιχεία και 
οι βιταμίνες (Fytizas, 1973a; Sacantanis, 1953; Severin, 
1915; Tsiropoulos, 1980). Αντίθετα, οι προνύμφες του 
εντόμου είναι αυστηρά μονοφάγες, περιορισμένες στο 
μεσοκάρπιο της ελιάς. Απαραίτητα για την επιβίωση 
και ανάπτυξη των νεαρών προνυμφών είναι διάφορα 
συμβιωτικά βακτήρια, τα οποία παρέχουν τα απαραίτητα 
πρωτεολυτικά ένζυμα για τη διάσπαση των πρωτεϊνών 
του ελαιοκάρπου (Hagen, 1966; Tzanakakis and Stavrin-
ides, 1973).  
2.δ. Οι ζημιογόνες επιδράσεις των προσβολών του 
δάκου στον ελαιόκαρπο
Η προσβολή του ελαιοκάρπου από το δάκο έχει άμεσες 
επιπτώσεις όχι μόνο στον όγκο αλλά και στην ποιότητα 
της γεωργικής παραγωγής. Οι απώλειες της παγκόσμιας 
ελαιοπαραγωγής τοποθετούνται μεταξύ 5 και 30%, 
ανάλογα πάντα με τις κλιματολογικές συνθήκες που 
επικρατούν στη διάρκεια κάθε καλλιεργητικής περιόδου 
(Mazomenos, 1989; Katsoyannos, 1992).      
Είναι αναγκαία η διάκριση των αρνητικών επιπτώσεων 
των προσβολών του εντόμου στον ελαιόκαρπο, 
ανάλογα με τον είδος των μετασυλλεκτικών χειρισμών 
που επιλέγεται. Συγκεκριμένα, στην περίπτωση 
που ο ελαιόκαρπος προορίζεται για την παραγωγή 
επιτραπέζιων ελιών, η παραμικρή προσβολή του έχει ως 
συνέπεια την πλήρη υποβάθμιση της εμπορικής αξίας 
του. Αντιθέτως, στον ελαιόκαρπο ο οποίος προορίζεται 
για την παραγωγή ελαιολάδου υπάρχει μεγαλύτερη 
ανοχή στον προκαλούμενο αριθμό προσβολών. Ο 
οικονομικός αντίκτυπος των προσβολών συνοψίζεται 
στις ακόλουθες ζημιογόνες επιδράσεις: 
α) στην πρώιμη πτώση των προσβεβλημένων καρπών
Η πτώση των καρπών πριν την περίοδο της συγκομιδής 
απομειώνει σημαντικά το συνολικό όγκο παραγωγής 
ελαιοκάρπου. Πάντως, για την ορθολογικότερη εκτίμηση 
του ύψους της απώλειας που προκαλείται εξαιτίας του 
προαναφερθέντος γεγονότος, πρέπει να ληφθεί υπόψη 
η αποκατάσταση μέρους της οικονομικής ζημίας από 
την αύξηση του βάρους, αλλά και από την αύξηση της 
ελαιοπεριεκτικότητας των εναπομεινάντων καρπών. 
β) στη μείωση της ποσότη τας της σάρκας του καρπού και 
άρα στη μείωση του συνολικού όγκου της παραγωγής 
Η μείωση της ποσότητας της σάρκας του καρπού 
αφορά την κατανάλωση του ιστού του μεσοκαρπίου 
του από τις εντός αυτού εκκολαπτόμενες προνύμφες 
του εντόμου. Λόγω της άμεσης συσχέτισης μεταξύ 
της κατα ναλωθείσας ποσότητας μεσοκαρπίου και του 
χρόνου παρα μονής της προνύμ φης εντός του καρπού, 
προφανώς όσο μεγαλύτερος είναι αυτός ο χρόνος τόσο 
μεγαλύτερη είναι και η προκαλούμενη ζημία. 
γ) στην υποβάθμιση της ποιότητας του παραγόμενου 
ελαιολάδου
Το κυριότερο κριτήριο της ποιότητας του ελαιολάδου 
προσδιορίζεται από την οξύτητά του. Αυτή καθορίζεται 
από την περιεκτικότητά του σε ελεύθερο ελαϊκό 
οξύ, ενός μονο-ακόρεστου ωμέγα-9 λιπαρού οξέως 
(CH3[CH2]7CH=CH[CH2]COOH) (Εικόνα 10). Η 
οξύτητα του ελαιολάδου προκαλείται από τη δράση 
υδρολυτικών ενζύμων, τα οποία ελευθερώνονται κατά 
τη διάρκεια της φυσιολογικής ωρίμανσης του καρπού. 
Αυξάνεται δε σε πολύ μεγάλο βαθμό από τη δράση 
μυκήτων που μολύνουν δευτερογενώς τον καρπό της 
εληάς, εισερχόμενοι από τα σημεία που δημιουργούνται 
τραύματα είτε οφειλόμενα σε μηχανικά αίτια είτε κυρίως 
οφειλόμενα στα νύγματα του εντόμου που φέρουν 
οι προσβεβλημένοι καρποί. Χαρακτηριστικό είναι το 
παράδειγμα της εγκατάστασης του μύκητα Macrophoma 
dalmatica στα σημεία όπου παρατηρείται λύση συνέχειας 
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του ιστού του ελαιοκάρπου εξαιτίας των προσβολών 
του εντόμου και η συνεπαγόμενη πρόκληση τοπικών 
σήψεων (δημιουργία «ξεροβούλας» ή «σαποβούλας» 
στις μη ώριμες και στις ώριμες ελιές αντίστοιχα· Εικόνα 
11). Όπως φαίνεται, τα αίτια της αύξησης της οξύτητας 
του ελαιολάδου δεν πρέπει να αποδίδονται στην αρχική 
προσβολή του καρπού από το έντομο, αλλά κυρίως 
στην συνεπακόλουθη εγκατάσταση δευτερογενών 
μυκητολογικών μολύνσεων. Οι προκαλούμενες 
λοιπόν σήψεις, σε συνδυασμό με τη ρύπανση του 
καρπού από τα περιττώματα της αναπτυσσόμενης 
εντός του προνύμφης, εκτός από την αύξηση των 
επιπέδων του ελεύθερου ελαϊκού οξέως στο ελαιόλαδο 
προκαλούν περαιτέρω υποβάθμιση της ποιότητάς του, 
αλλοιώνοντας ένα από τα πλέον βασικά οργανοληπτικά 
του χαρακτηριστικά, την οσμή του, αφού της προσδίδουν 
μυρωδιά χώματος (Neuenschwander and Michelakis, 
1978).  
Εικόνα 10. Ελαϊκό οξύ.
Εικόνα 11. Συμπτώματα «ξεροβούλας» τα οποία εξελίσσονται 
σε «σαποβούλα» το φθινόπωρο. Την ασθένεια προκαλεί ο 
μύκητας Macrophoma dalmaticα.
2.ε. Καταπολέμηση του εντόμου
2.ε.1. Παρακολούθηση φυσικών πληθυσμών με χρήση 
συστημάτων παγίδευσης
Η μέθοδος αυτή βασίζεται στη μαζική σύλληψη 
ενηλίκων του εντόμου μέσω της παγίδευσής τους 
σε διάφορα συστήματα. Η  παρακολούθηση των 
φυσικών πληθυσμών του δάκου είναι σημαντική διότι 
καθορίζει το χρόνο και το είδος της επέμβασης για την 
αντιμετώπιση των προσβολών. Ωστόσο, προκειμένου 
να υπάρξει έγκαιρη και αποτελεσματική καταπολέμηση, 
τα δεδομένα από τη χρήση των παγίδων είναι σκόπιμο 
να συνδυάζονται με δειγματοληψίες στον ελαιόκαρπο. 
Εκτός από το βασικό προσανατολισμό της μεθόδου 
παγιδοθεσίας, που είναι όπως προαναφέρθηκε η 
παρακολούθηση της εξέλιξης των προσβολών, οι 
διάφοροι τύποι παγίδων μπορεί δευτερευόντως να 
χρησιμοποιηθούν και για την καταπολέμηση του 
παρασίτου (Arambourg, 1986). 
Χρήση παγίδων: η αρχή λειτουργίας μιας μεγάλης 
κατηγορίας παγίδων βασίζεται στην ύπαρξη μίας ή 
και περισσότερων ελκυστικών πηγών με σκοπό την 
προσέλκυση του εντόμου, καθώς και εντομοκτόνου 
ουσίας για τη θανάτωσή του. Οι ελκυστικές αυτές πηγές 
μπορεί να είναι ελκυστικές ουσίες οσμής (συνήθως 
αμμωνιακά άλατα) ή τροφής (υδρολυμένες πρωτεΐνες) 
ή φύλου (φερομόνες φύλου). Σε αυτή την κατηγορία 
ανήκουν οι παγίδες τύπου McPhail (Εικόνα 12) που 
είναι ευρύτατα διαδεδομένες. Στη γεωργική πράξη, 
οι 5 συλλήψεις ακμαίων ανά πενθήμερο στις παγίδες 
τύπου McPhail αποτελούν το όριο επέμβασης με 
χημικά μέσα προκειμένου να υπάρξει αποτελεσματική 
αντιμετώπιση της προσβολής. Μία άλλη κατηγορία 
παγίδων που χρησιμοποιείται στην καταπολέμηση 
του δάκου της ελιάς είναι οι οπτικές παγίδες, που 
εκμεταλλεύονται την προσέλκυση του εντόμου από το 
κίτρινο χρώμα (συγκεκριμένα σε μήκη κύματος από 500 
έως 520 nm) (Delrio et al., 1979; Prokopy et al., 1975). 
Αυτές οι παγίδες είναι εμποτισμένες με εντομοκτόνο 
ουσία ή επαλειμμένες με ειδική κολλώδη ουσία, που 
δεν αφυδατώνεται σε επαφή της με την ατμόσφαιρα, 
προκειμένου τελικά να θανατώνονται τα ενήλικα έντομα 
που υφίστανται τη δράση της εντομοκτόνου ουσίας ή 
που παγιδεύονται στην κολλώδη ουσία, αντίστοιχα. 
Αυτού του είδους οι παγίδες αρχικά χρησιμοποιήθηκαν 
για την αντιμετώπιση της μύγας των κερασιών (Rhagole-
tis cerasi) και δοκιμάστηκαν και στο δάκο παρουσιάζοντας 
εξίσου καλά αποτελέσματα (Economopoulos, 1977).
Δειγματοληψία ελαιοκάρπου: η μέθοδος αυτή, με τη 
συνδυαστική χρήση των παγίδων, δίνει πληροφορίες για 
την έκταση της ζημίας που έχει υποστεί η παραγωγή και 
επίσης βοηθά στην ουσιαστικότερη λήψη αποφάσεων 
που αφορούν στον καθορισμό του χρόνου και του 
είδους της επέμβασης. Συνήθως, διενεργείται τυχαία 
συλλογή καρπού εντός των ορίων ενός ελαιώνα και 
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ακολουθεί η δειγματοληπτική εξέταση 100 καρπών. 
Έπειτα, πραγματοποιείται τομή στην περιοχή του 
νύγματος του καρπού για να διαπιστωθεί η ύπαρξη 
αυγού ή προνύμφης κάτω από αυτό. Η εξέταση αυτή 
λαμβάνει χώρα κατά την εμφάνιση της πρώτης γενιάς 
του εντόμου στον ελαιώνα, δηλαδή στις αρχές της 
θερινής περιόδου. Για τον ελαιόκαρπο που προορίζεται 
για την παρασκευή επιτραπέζιων ελιών, ακόμη και 
ολιγάριθμες προσβολές αρκούν για τη λήψη απόφασης 
για επέμβαση. Αντίθετα, τα οικονομικά όρια επέμβασης 
αυξάνονται στην περίπτωση που ο ελαιόκαρπος 
προορίζεται για ελαιοποίηση, αφού στη γεωργική πράξη 
θεωρείται ανεκτό ένα ποσοστό προσβολής ελαιοκάρπου 
της τάξης του 15%.         
Εικόνα 12. Σύστημα παγίδευσης τύπου McPhail.
2.ε.2. Χημική καταπολέμηση
Παρά το γεγονός ότι η καλλιέργεια της εληάς χάνεται στα 
βάθη των αιώνων και το καταστροφικό έργο του δάκου 
αναγνωρίσθηκε πολύ νωρίς, οι πρώτες συστηματικές 
προσπάθειες για την αντιμετώπισή του σημειώθηκαν 
μόλις το 18ο αιώνα. Το πρώτο μέτρο που αναπτύχθηκε 
ήταν η πρώιμη συλλογή και η άμεση σύνθλιψη του 
ελαιοκάρπου, με στόχο την καταστροφή των ατελών 
μορφών του εντόμου που παρασιτούν εντός του καρπού 
και άρα τη μείωση των επιπέδων προσβολής τα επόμενα 
έτη. Η μέθοδος αυτή υπήρξε αναποτελεσματική και 
σύντομα εγκαταλείφθηκε, δίνοντας τη θέση της στην 
ιδέα ότι η αντιμετώπιση του παρασίτου περνάει μέσα από 
την καταστροφή των νυμφών που βρίσκονται εντός του 
εδάφους, κυρίως τη φθινοπωρινή περίοδο. Η εφαρμογή 
αυτής της μέθοδο περιελάμβανε τη διενέργεια βαθέων 
αρόσεων των ελαιώνων, κάτι που τελικά αποδείχθηκε 
εξίσου ατελέσφορο. Σχετικά σύντομα αυτές οι μέθοδοι 
καταπολέμησης αντικαταστάθηκαν από τη την ιδέα 
της χρήσης σακχαρούχων δολωμάτων που περιείχαν 
εντομοκτόνο ουσία. Η συγκεκριμένη πρακτική, που 
προωθήθηκε αρχικά από τον Isnard το 1789 (Κοσμίδης, 
1995), ήταν η πρώτη σκέψη αντιμετώπισης των 
προσβολών με τη χρήση χημικών μέσων. Πάντως, από το 
1885 ο Comes υποστήριξε ότι κανένα μέτρο προστασίας 
έναντι του παρασίτου δεν μπορεί να αποβαίνει χρήσιμο 
στη γεωργική πράξη, εφόσον αυτό δεν εφαρμόζεται 
συντονισμένα και σε παρακείμενους ελαιώνες. Αρχικά, 
οι διενεργούμενοι ψεκασμοί ήταν μόνο δολωματικού 
χαρακτήρα, μέχρι και το 1901, όπου για πρώτη φορά 
διατυπώθηκε από τον Reale η ιδέα της διαβροχής της 
κόμης του δένδρου με ψεκαστικό διάλυμα «δακοκτόνου 
πολτού». Το 1908 ο Berlese καθιέρωσε έναν τύπο 
τέτοιου «πολτού» ο οποίος χρησιμοποιήθηκε επιτυχώς 
έως περίπου τα τέλη της δεκαετίας του ’40 και στην 
Ελλάδα και περιείχε ως σακχαρούχο ουσία τη μελάσσα 
των σακχαρότευτλων και ως εντομοκτόνο ουσία το 
αρσενικώδες νάτριο, διαλυμένα σε νερό (Κοσμίδης, 
1995). 
Από το 1920 καταρτίσθηκε και εφαρμόστηκε στη χώρα 
μας ένα εκτεταμένο πρόγραμμα δακοκτονίας που 
περιελάμβανε συνολικά 4 διαβροχές (με χρόνο έναρξης 
το πρώτο δεκαήμερο του Ιουνίου και τη μετέπειτα 
διενέργεια τριών επαναληπτικών ψεκασμών ανά 
μήνα). Από το 1937 και μετά, για την αντιμετώπιση του 
παρασίτου στη χώρα μας εντάχθηκαν στα προγράμματα 
δακοκτονίας και οι παγίδες. Αρχικά, συστηνόταν μία 
διαβροχή στις αρχές της θερινής περιόδου, σε συνδυασμό 
με δολωματικούς ψεκασμούς ή διαβροχές ανάλογα με 
τον αριθμό συλλήψεων στα συστήματα παγίδευσης. 
Στα τέλη της δεκαετίας του ’50, η κατανόηση της 
ισχυρότατης ελκυστικής δράσης των υδρολυμένων 
πρωτεϊνών στο δάκο (Ορφανίδης και συνεργάτες, 
1958) οδήγησε στη μετατόπιση του ενδιαφέροντος της 
αντιμετώπισης των προσβολών στη χρήση δολωμάτων, 
τα οποία συνδύαζαν τις υδρολυμένες πρωτεΐνες με 
οργανοφωσφορικά εντομοκτόνα (Ορφανίδης και 
Σουλτανόπουλος, 1962).
Στη σύγχρονη γεωργική πρακτική, η αντιμετώπιση 
των προσβολών του δάκου πραγματοποιείται με 
προληπτικούς και κατασταλτικούς ψεκασμούς. Οι 
προληπτικοί ψεκασμοί έχουν ως στόχο τη μείωση του 
αριθμού των ενηλίκων σε ένα πληθυσμό και έχουν 
δολωματικό χαρακτήρα. Δηλαδή, σ’ αυτού του είδους 
τους ψεκασμούς χρησιμοποιείται μια δολωματική 
ουσία (συνήθως μια υδρολυμένη πρωτεΐνη η οποία έχει 
ελκυστικές ιδιότητες τροφής και οσμής λόγω έκλυσης 
αμμωνίας) σε συγκέντρωση 2 έως 4%, αναμεμιγμένη 
με ένα οργανοφωσφορικό εντομοκτόνο. Οι ψεκασμοί 
αυτοί εφαρμόζονται τοπικά και όχι σε όλο το δένδρο, 
καθώς επίσης δεν είναι απαραίτητος ο ψεκασμός του 
συνόλου των δένδρων κάθε ελαιώνα, αλλά μέρους 
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αυτών. Οι δολωματικοί ψεκασμοί συμπιέζουν το 
κόστος καλλιέργειας, περιορίζουν τη μόλυνση του 
περιβάλλοντος και μειώνουν τις αρνητικές συνέπειες 
της καταστροφής της χρήσιμης πανίδας, λόγω της 
σημαντικής μείωσης των εισροών στην καλλιέργεια.  
Οι κατασταλτικοί ψεκασμοί είναι ψεκασμοί πλήρους 
κάλυψης των δένδρων και διενεργούνται μέχρι απορροής 
του εφαρμοζόμενου διαλύματος. Αυτοί οι ψεκασμοί 
στοχεύουν στη θανάτωση των ενηλήκων του πληθυσμού 
του εντόμου, αλλά και των προνυμφών του εντός του 
καρπού και γίνονται κυρίως για να αντιμετωπισθούν 
οι προσβολές δάκου σε ελαιόκαρπο που προορίζεται 
για την παρασκευή επιτραπέζιων ελιών. Απαιτούν δε 
τη χρήση διασυστηματικών εντομοκτόνων. Στη χώρα 
μας τα περισσότερο χρησιμοποιούμενα εντομοκτόνα 
είναι τα οργανοφωσφορικά, όπως είναι τo λιποδιαλυτό 
fenthion και το μη λιποδιαλυτό dimethoate. Το fen-
thion πρέπει να χρησιμοποιείται στους ψεκασμούς της 
θερινής περιόδου, πριν ο καρπός αρχίσει τη συσσώρευση 
ελαίου, γιατί σε διαφορετική περίπτωση, εξαιτίας της 
λιποδιαλυτότητάς του, το σκεύασμα θα παρουσιάζει 
μεγαλύτερη υπολειμματικότητα στο ελαιόλαδο 
συγκριτικά με το μη λιποδιαλυτό εντομοκτόνο dimetho-
ate. Σε αντιστοιχία με τα προαναφερθέντα, η χρήση του 
μη λιποδιαλυτού οργανοφωσφορικού διασυστηματικού 
εντομοκτόνου dimethoate, συνιστάται για τους 
ψεκασμούς που πραγματοποιούνται τη φθινοπωρινή 
περίοδο.
Στη χώρα μας η χρήση συνθετικών πυρεθρινών (και 
συγκεκριμένα του πυρεθροειδούς alpha-cypermethrin) 
έχει τεθεί στην υπηρεσία της χημικής καταπολέμησης 
του δάκου της ελιάς σε πολύ περιορισμένη κλίμακα, 
και μάλιστα τα τελευταία μόλις χρόνια, παρά τα 
συγκριτικά πλεονεκτήματά της έναντι άλλων ομάδων 
χημικών σκευασμάτων. Τα πλεονεκτήματα αυτών 
των ισχυρότατων μη διασυστηματικών εντομοκτόνων 
επαφής συνοψίζονται στο ευρύ φάσμα δράσης τους, στη 
μικρή τοξικότητά τους στα θερμόαιμα ζώα, στη μικρή 
υπολειμματικότητα στο περιβάλλον, στην απωθητική 
δράση τους έναντι των εντόμων και στο γρήγορο knock 
down που προκαλούν (δηλαδή την άμεση πρόκληση 
διέγερσης που οδηγεί τελικά στην ταχύτατη κατάρρευση 
των εντόμων). Παρά το γεγονός ότι τα στοιχεία δείχνουν 
μία υψηλή αποτελεσματικότητα του σκευάσματος 
στο πεδίο της χημικής αντιμετώπισης του εντόμου, η 
γρήγορη ανάπτυξη ανθεκτικότητας στο πολύ συγγενές 
είδος Bactrocera dorsalis συνιστά επιτακτική την ανάγκη 
στενής παρακολούθησης των επιπέδων ανθεκτικότητας 
του δάκου της ελιάς στο συγκεκριμένο πυρεθροειδές 
εντομοκτόνο (Margaritopoulos et al., 2008).
Μία επίσης σχετικά πρόσφατη ιστορία χημικής 
αντιμετώπισης του εντόμου αποτελεί και η χρήση του 
νατουραλίτη Spinosad. Το εντομοκτόνο αυτό αποτελεί 
προϊόν ενδοτοξινών του βακτηρίου Saccharopolyspora 
spinosa και παρουσιάζει και αυτό με τη σειρά του πολλά 
συγκριτικά πλεονεκτήματα όπως ευρύ φάσμα δράσης, 
μικρή τοξικότητα στα θηλαστικά και γενικά ένα καλό 
περιβαλλοντικό προφίλ. Το συγκεκριμένο σκεύασμα 
χρησιμοποιείται σποραδικά από το 2002 στην Κύπρο, 
όπως επίσης μικρής κλίμακας είναι και η χρήση του 
σε ελαιώνες βιολογικής γεωργίας, κυρίως στην Κρήτη, 
από το έτος 2004 και έπειτα όποτε και εγκρίθηκε η 
κυκλοφορία του σκευάσματος στην Ελλάδα. Η μη 
εκτεταμένη χρήση του εντομοκτόνου στη χώρα μας δεν 
φαίνεται να θέτει προς το παρόν πρόβλημα ανάπτυξης 
ανθεκτικότητας του δάκου της ελιάς στο συγκεκριμένο 
σκεύασμα (Kakani et al., 2010).                  
2.ε.3. Βιολογικός έλεγχος
Ο βιολογικός έλεγχος αποτελεί μία μέθοδο έλεγχου 
των πληθυσμών διαφόρων παρασίτων μέσα από 
ένα πλαίσιο φυσικών μηχανισμών και διεργασιών. 
Συγκεκριμένα, η μείωση των πληθυσμών των επιβλαβών 
για τις καλλιέργειες παρασιτικών ζωικών εχθρών 
βασίζεται στους διάφορους φυσικούς τους εχθρούς, 
οι οποίοι περιλαμβάνουν παρασιτοειδή, θηρευτές 
και παθογόνους παράγοντες. Οι διάφοροι βιολογικοί 
παράγοντες ελέγχου μπορούν να προϋπάρχουν στα 
τοπικά οικοσυστήματα ή να εισαχθούν σε αυτά με την 
εμπλοκή του ανθρωπογενούς παράγοντα.  
Παρασιτοειδή:                 
Στα γεωγραφικά όρια της μεσογειακής λεκάνης έχουν 
αναφερθεί αρκετοί ιθαγενείς παρασιτικοί οργανισμοί 
που προσβάλουν τα προνυμφικά στάδια του δάκου της 
ελιάς. Μερικά από τα σημαντικότερα παράσιτα που 
έχουν περιγραφεί ανήκουν στην τάξη Hymenoptera και 
είναι τα εξής: το Eupelmus urozonus (της οικογένειας Eu-
pelmidae), το Pnigalio mediterraneus (της οικογένειας Eulo-
phidae), το Eurytoma rosae (της οικογένειας Eurytomidae) 
και το Cyrtoptyx latipes (της οικογένειας Pteromelidae) 
(Michelakis et al., 1983; Πελεκάσης, 1984). Το παράσιτο 
Opius concolor (το οποίο ανήκει στην οικογένεια Braconi-
dae και επίσης στην τάξη Hymenoptera· Εικόνα 13) έχει 
ένα σαφές πρόκριμα έναντι των υπολοίπων παρασίτων 
που προαναφέρθηκαν. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι η 
εργαστηριακή μαζική εκτροφή του έχει γίνει αντικείμενο 
συστηματικής μελέτης, με στόχο την εξαπόλυσή του στη 
φύση και την ενίσχυση του φυσικού παρασιτισμού του 
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δάκου της ελιάς (Delanoue, 1960; Monastero and Dela-
noue, 1966; Stavraki-Pavlopoulou, 1966; Manikas and 
Tsiroyannis, 1983).
Εικόνα 13. Ενήλικο O. concolor.
Θηρευτές:
Τα πουλιά και τα διάφορα είδη μυρμηγκιών αποτελούν 
θηρευτές των νυμφών του εντόμου. Ακόμη και στην 
περίπτωση που η νύμφωση πραγματοποιείται προς τη 
φθινοπωρινή περίοδο, λίγα εκατοστά κάτω από την 
επιφάνεια του εδάφους, οι νύμφες του δάκου έχουν 
αρκετούς φυσικούς εχθρούς που δραστηριοποιούνται 
στο ίδιο περιβάλλον και τρέφονται από αυτές. Τα 
αρπακτικά αυτά ανήκουν σε διάφορες τάξεις εντόμων 
(όπως Dermaptera, Coleoptera κ.λ.π.) ή ακόμη και σε 
άλλες κλάσεις του ζωικού βασιλείου (όπως Chilopoda, 
Scolopendridae, Lithobiidae κ.λ.π.) και είναι ικανά να 
μειώσουν σημαντικά του πληθυσμούς του δάκου στο 
στάδιο της νύμφης (Neuenschwander, 1986).
Παθογόνοι παράγοντες:
Μέχρι σήμερα δεν είναι διαδεδομένη κάποια πρακτική 
χρήσης παθογόνων παραγόντων οι οποίοι να περιορίζουν 
τους πληθυσμούς του εντόμου. Ωστόσο, μελέτες για 
τον εντοπισμό ιών σε φυσικούς πληθυσμούς δάκου από 
διάφορες περιοχές της Ελλάδας, αποκάλυψε την ύπαρξη 
τριών τύπων ιολογικών παρασφαιρικών σωματιδίων 
διαμέτρου 60, 40 και 30 nm, τα οποία απομονώθηκαν 
από επιθηλιακά κύτταρα του μεσεντέρου του εντόμου. 
Το ιοσωμάτιο διαμέτρου 60nm υπήρξε αντικείμενο 
εκτεταμένης μελέτης από τη σκοπιά της παθολογίας του 
αλλά και της δομής του. Από πειράματα μόλυνσης υγιών 
ενηλίκων δάκου που πραγματοποιήθηκαν με τη μέθοδο 
της έγχυσης ή της per os (από του στόματος) μόλυνσης 
με τον συγκεκριμένο ιό, διαπιστώθηκε μια αυξημένη 
θνησιμότητα της τάξης του 97% και 93% αντίστοιχα, 
μέσα σε διάστημα 16 ημερών από τη μόλυνσή τους. 
Επιπλέον, πειραματικές μολύνσεις ενηλίκων δάκου με 
ιούς που απομονώθηκαν από άλλα έντομα, έδειξαν 
ευαισθησία του οργανισμού σε κάποιους από αυτούς. 
Συγκεκριμένα, δύο ιοί, ο Picornavirus CrPV (Εικόνα 14) και 
ο Iridovirus CIV, βρέθηκαν να είναι ιδιαίτερα δραστήριοι 
και παθογόνοι (Ανάγνου, 1992). Φαίνεται λοιπόν πως 
κάποιοι ιοί επιδρούν αρνητικά στη σφριγηλότητα και τη 
μακροβιότητα των γενεών.
Εικόνα 14. Υπερμικροσκοπική τομή περιτραχειακού κυττάρου 
δάκου που έχει μολυνθεί από τον ιό CrPV (Ανάγνου, 1992). 
Σημείωση: Η ένδειξη ‘’V’’ του σχήματος υποδεικνύει μία κύστη 
που περικλείει ιοσωμάτια του CrPV.      
2.ε.4.Τεχνική Στείρων Εντόμων (SIT)
Γενικά περί IPM και SIT
Η αλόγιστη και εκτεταμένη χρήση των χημικών 
σκευασμάτων, που αποτελούν μέχρι σήμερα το κύριο 
μέσο για την αντιμετώπιση των διάφορων παρασίτων 
γεωργικού ενδιαφέροντος, έχει συνδεθεί με μια σειρά 
προβλημάτων που σχετίζονται: α) με την επιβάρυνση 
των οικοσυστημάτων με ουσίες τοξικές που είναι 
δύσκολα βιοαποικοδομήσιμες και οι οποίες δρουν 
βιοσυσσωρευτικά, β) με την ανάπτυξη ανθεκτικότητας 
των παρασίτων έναντι των χρησιμοποιούμενων 
χημικών σκευασμάτων, γ) με την αύξηση του κόστους 
παραγωγής και δ) με την παραγωγή γεωργικών 
προϊόντων μη ασφαλών για τη δημόσια υγεία, λόγω 
της εμφάνισης υπολειμματικότητας των χημικών 
σκευασμάτων σ’ αυτά (Λέντζα-Ρίζου, 1994). Όλα τα 
παραπάνω προβλήματα οδήγησαν σε προσπάθειες 
ανάπτυξης εναλλακτικών μεθόδων αντιμετώπισης των 
διαφόρων παρασίτων, με τελικό στόχο τη μείωση των 
αρνητικών επιδράσεων που απορρέουν από τη χρήση 
των χημικών μέσων. Αυτές οι εναλλακτικές μέθοδοι 
χρησιμοποιούνται είτε αποκλειστικά είτε, συχνότερα, 
σε συνδυασμό με τη χημική καταπολέμηση και με τις 
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προηγμένες καλλιεργητικές πρακτικές, δημιουργώντας 
έτσι μία νέα αντίληψη όσον αφορά την αντιμετώπιση 
των εχθρών και ασθενειών των καλλιεργούμενων 
φυτών (προγράμματα Ολοκληρωμένης ή Συνδυασμένης 
Διαχείρισης των παρασίτων [Integrated Pest Manage-
ment (IPM)]. 
Μία τέτοια μέθοδος είναι και η Τεχνική Στείρων Εντόμων 
[Sterile Insect Technique (SIT)]. Η βασική αρχή της 
τεχνικής αυτής είναι η μείωση της μέσης γονιμότητας 
των θηλυκών του είδους, η οποία ακολούθως οδηγεί 
στην ραγδαία μείωση του γενικού πληθυσμού στο 
πεδίο (Knipling 1955). Η κλασσική τεχνολογία της SIT 
βασίζεται στη μαζική εργαστηριακή εκτροφή (Tsitsipis, 
1977; Cavalloro and Delrio, 1973; Cavalloro and Delrio, 
1974) μεγάλου αριθμού ατόμων, τα οποία καθίστανται 
αναπαραγωγικά στείρα με ακτινοβόλησή τους - είτε 
στο στάδιο της νύμφης είτε στο στάδιο των τέλειων 
ενηλήκων - και την εξαπόλυσή τους στο πεδίο. Έτσι, 
η σύζευξη των στείρων αρσενικών εργαστηριακών 
ατόμων με τα γόνιμα θηλυκά άτομα αγρίου τύπου 
συνεπάγεται την αδυναμία παραγωγής απογόνων και 
τελικά την κατάρρευση του πληθυσμού του εντόμου 
στο πεδίο (Robinson, 2002 [a, b]). 
Κλασσική εφαρμογή της μεθόδου
Η κλασσική μέθοδος της SIT εφαρμόστηκε με επιτυχία 
σε αρκετές περιπτώσεις ελέγχου διαφόρων ζωικών 
παρασίτων. Χαρακτηριστική περίπτωση υπήρξε η 
προσπάθεια ελέγχου του γεωργικού ενδιαφέροντος 
δίπτερου Bactrocera cucurbitae (Diptera: Tephritidae), το 
οποίο μπορεί να παρασιτήσει σε περισσότερα από 125 
φυτικά είδη. Η προσπάθεια αυτή έλαβε χώρα σε ένα 
τμήμα του νησιωτικού συμπλέγματος του ιαπωνικού 
αρχιπελάγους, που περιελάμβανε την ευρύτερη 
περιφέρεια της Okinawa [Εικόνα 15 (α)]. Συγκεκριμένα, 
το έτος 1972 οργανώθηκε και εκτελέστηκε ένα αρχικά 
μικρής κλίμακας κυβερνητικό πρόγραμμα Τεχνικής 
Στείρων Εντόμων, που είχε ως αποτέλεσμα τη θεαματική 
μείωση του πληθυσμού του εντόμου στο νησί Kume της 
Okinawa. Αυτή η μεγάλη επιτυχία ώθησε την ιαπωνική 
κυβέρνηση στη διεύρυνση της γεωγραφικής κλίμακας 
εφαρμογής του προγράμματος και σε τρία επιπλέον 
νησιωτικά συμπλέγματα της περιφέρειας της Okina-
wa, (Miyako, Okinawa και Yaeyama) κατά τα έτη 1984, 
1986 και 1989, με τον πλήρη έλεγχο των πληθυσμών 
του εντόμου να επιτυγχάνεται τελικά τα έτη 1987, 
1990 και 1993 αντίστοιχα (Kakinohana et al., 1997). Ένα 
ακόμη επιτυχές παράδειγμα εφαρμογής της μεθόδου 
αποτέλεσε και ο πλήρης έλεγχος του εξαιρετικά 
επικίνδυνου παρασίτου Cochliomyia hominivorax (Dip-
tera: Calliphoridae), το οποίο προκαλεί στα θερμόαιμα 
ζώα μύαση. Το παράσιτο αυτό εισήχθηκε από τις 
τροπικές ζώνες του Νέου Κόσμου στη Λιβύη το έτος 
1988 [Εικόνα 15 (β)]. Για να αποτραπεί η καταστροφή 
τόσο του ζωικού κεφαλαίου όσο και της άγριας 
πανίδας, όχι μόνο της Λιβύης αλλά και των υπολοίπων 
χωρών της αφρικανικής ηπείρου καθώς και της νότιας 
Ευρώπης, η κυβέρνηση της χώρας σε συνεργασία με 
την Διεθνή Οργάνωση Τροφίμων και Γεωργίας (FAO) 
του Οργανισμού Ηνωμένων Εθνών (ΟΗΕ) εκπόνησε 
πρόγραμμα ελέγχου του εντόμου, βασισμένου στην 
Τεχνική Στείρων Εντόμων. Τα αποτελέσματα ήταν 
εντυπωσιακά αφού μέσα στην επόμενη τριετία, το 1991, 
επιτεύχθηκε πλήρης κατάρρευση των πληθυσμών του 
εντόμου στο πεδίο (Lindquist et al., 1992).
Εικόνα 15. Εφαρμογή της κλασσικής Τεχνικής Στείρων 
Εντόμων: (α) για τον έλεγχο του εντόμου Bactrocera cucurbi-
tae στο ιαπωνικό νησιωτικό σύμπλεγμα της περιφέρειας της 
Okinawa (πάνω: απεικόνιση ενηλίκου εντόμου) και (β) για τον 
έλεγχο του εντόμου Cochliomyia hominivorax στη Λιβύη (κάτω: 
απεικόνιση της προνύμφης του εντόμου).
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Προβλήματα που ανέκυψαν από την κλασσική εφαρμογή 
της μεθόδου 
Παρά την επιτυχή εφαρμογή της κλασσικής SIT σε 
αρκετές περιπτώσεις, αναδείχθηκαν σχετικά νωρίς δύο 
βασικά προβλήματα κατά την εφαρμογή της.   
Το πρώτο αφορά στη μείωση της αποτελεσματικότητάς 
της εξαιτίας της εξαπόλυσης στο πεδίο τόσο αρσενικών 
όσο και θηλυκών στείρων εντόμων. Η φύση του 
συγκεκριμένου προβλήματος σχετίζεται αφενός με το 
γεγονός ότι σε πολλές περιπτώσεις τα εξαπολυόμενα 
στείρα θηλυκά είναι εξίσου βλαπτικά για τη γεωργική 
παραγωγή (π.χ. η μύγα της Μεσογείου) ή για τη δημόσια 
υγεία (π.χ. τα διάφορα είδη κουνουπιών) και αφετέρου 
λόγω της μείωσης των πιθανοτήτων πραγματοποίησης 
επιθυμητών συζεύξεων μεταξύ των εξαπολυόμενων 
στείρων αρσενικών ατόμων και των θηλυκών αγρίου 
τύπου. Ο λόγος της μείωσης του αριθμού αυτών των 
επιθυμητών συζεύξεων οφείλεται στη συνύπαρξη στο 
πεδίο των στειρωμένων αρσενικών και θηλυκών ατόμων. 
Κι’ αυτό διότι τα στείρα εργαστηριακά αρσενικά άτομα 
γενικά προτιμούν να συζευχθούν με τα αντίστοιχα στείρα 
θηλυκά, εξαιτίας των κοινών τους γενετικών και κατ’ 
επέκταση ηθολογικών καταβολών που διαμορφώνονται 
στο ίδιο εργαστηριακό περιβάλλον εκτροφής. 
Πρέπει να σημειωθεί ότι το πρόβλημα σε ορισμένα 
είδη αντιμετωπίσθηκε χωρίς δυσκολία εξαιτίας του 
σεξουαλικού τους διμορφισμού, ο οποίος επέτρεπε τον 
εύκολο διαχωρισμό μεταξύ των ατόμων διαφορετικού 
φύλου με απλές φυσικές μεθόδους. Εναλλακτικά, σε 
περιπτώσεις εντόμων όπου αυτός ο διαχωρισμός ήταν 
αδύνατος, καταβλήθηκε από πολύ νωρίς προσπάθεια - 
με τη βοήθεια των εργαλείων που παρείχε η κλασσική 
γενετική - ώστε η SIT να εφαρμοσθεί περισσότερο 
αποτελεσματικά, μέσω της ανάπτυξης στελεχών 
γενετικού φυλοδιαχωρισμού [Genetic Sexing Strains 
(GSS)]. Η υλοποίηση αυτής της ιδέας στηρίχθηκε στη 
μετατόπιση στο φυλετικό χρωμόσωμα των αρσενικών 
υποκειμένων, επιλέξιμων, υπολειπόμενων, αυτοσωμικών 
γενετικών δεικτών (Whitten, 1969). Μάλιστα, η πρώτη 
επιτυχής προσπάθεια δημιουργίας στελέχους γενετικού 
φυλοδιαχωρισμού πραγματοποιήθηκε στο έντομο Lu-
cilia cuprina (Diptera: Calliphoridae) (Εικόνα 16), με την 
αξιοποίηση μίας μετάλλαξης η οποία διαφοροποιεί 
χρωματικά τα αρσενικά από τα θηλυκά άτομα στο 
στάδιο της νύμφης. Στην πράξη, ένα μόνο στέλεχος 
του εντόμου χρησιμοποιήθηκε σε μία μικρής κλίμακας 
εφαρμογή της μεθόδου SIT στο πεδίο, κατά τα έτη 1972-
1973. Αρκετά μεταγενέστερα, πολύ χαρακτηριστική 
υπήρξε η στοχευμένη προσπάθεια εισαγωγής στελεχών 
γενετικού φυλοδιαχωρισμού στα διάφορα προγράμματα 
της SIT που αφορούσαν τη μύγα της Μεσογείου (Εικόνα 
17) [Ceratitis capitata (Diptera:Tephritidae)], και η οποία 
ξεκίνησε το έτος 1994. Τα προγράμματα αυτά έλαβαν 
χώρα σε διάφορες περιοχές του κόσμου (Γουατεμάλα, 
Αργεντινή, νήσο Μαδέρα, Αυστραλία, Νότια Αφρική). 
Χρησιμοποιήθηκαν δύο γενετικά συστήματα με εντελώς 
διαφορετικό αντίκτυπο στην εφαρμοζόμενη στρατηγική 
μαζικής εκτροφής. Tο ένα σύστημα βασίσθηκε στη 
θερμοευαισθησία (temperature sensitivity lethal [tsl]) 
(Franz et al., 1996; Fisher, 1998; Fisher and Cáceres, 2000; 
Cáceres, 2002) και το άλλο στο χρώμα των βομβυκίων 
του εντόμου (white pupae [wp]) (Rössler, 1979; Robin-
son and van Heemert, 1982). Πιο συγκεκριμένα, στα 
στελέχη tsl τα θηλυκά άτομα θανατωνόταν με τη χρήση 
υψηλής θερμοκρασίας στο στάδιο του αυγού, ενώ 
στα στελέχη wp ο διαχωρισμός μεταξύ των αρσενικών 
και θηλυκών ατόμων λάμβανε χώρα στο στάδιο της 
νύμφης, βασιζόμενος στο διαφορετικό χρωματισμό των 
βομβυκίων των δύο φύλων (Robinson, 2002b) (Εικόνα 
18).  Η   σημαντικότητα     της    εισαγωγής    στελεχών 
γενετικού     φυλοδιαχωρισμού στην SIT της μύγας της 
Μεσογείου καταδείχθηκε, ακολούθως, από μία σειρά 
πειραμάτων που διενεργήθηκαν στο πεδίο. Πράγματι, 
η εξαπόλυση μόνο στείρων αρσενικών ατόμων αύξησε 
τη στειρότητα του γενικού πληθυσμού 3 έως 5 φορές, 
συγκριτικά με αυτή που προκλήθηκε όταν εξαπολύθηκε 
ο ίδιος αριθμός στείρων αρσενικών ατόμων μαζί με 
στείρα θηλυκά άτομα (Rendon et al., 2000).
Εικόνα 16. Ενήλικο του εντόμου L. cuprina.
Το δεύτερο βασικό πρόβλημα, το οποίο συνδέεται 
άρρηκτα με την κλασσική εφαρμογή της SIT, απορρέει 
από τον τρόπο στείρωσης των εντόμων, μέσω της 
έκθεσής τους σε ιονίζουσα ακτινοβολία. Αυτή η πρακτική 
είναι ικανή να επάγει την τυχαία δημιουργία κυρίαρχων 
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θανατογόνων μεταλλάξεων στους γαμέτες των ατόμων 
που την υφίστανται. Έτσι, οι απόγονοι τέτοιων γαμετών 
πεθαίνουν σε πρώιμο στάδιο της εμβρυογένεσης. Όμως, 
το αντιστάθμισμα της πρόκλησης στειρότητας είναι η 
μείωση της σφριγηλότητας και της ανταγωνιστικότητας 
των ατόμων που ακτινοβολούνται. Ως εκ τούτου, η 
επακόλουθη επίδοσή τους στο πεδίο επηρεάζεται 
δυσμενώς (Shelly et al., 1994; Lance et al., 2000; Barry et 
al., 2003), με αποτέλεσμα τον αρνητικό αντίκτυπο αυτής 
της εφαρμοζόμενης πρακτικής στείρωσης τόσο στο 
κόστος όσο και στην αποτελεσματικότητα της μεθόδου. 
Ωστόσο, το μέγεθος αυτών των επιπτώσεων παραμένει 
ακόμη υπό αμφισβήτηση (Robinson et al., 2004).
Εικόνα 17. Ενήλικο του εντόμου C. capitata. 
Εικόνα 18. Βομβύκια Μεσογειακής μύγας που προέκυψαν από 
σύστημα μαζικής εκτροφής, στο οποίο χρησιμοποιήθηκαν 
μεταλλάξεις που παράγουν διακριτά ορατά αποτελέσματα 
(wp στέλεχος). Στην εικόνα, τα βομβύκια τω αρσενικών 
ατόμων (με καφέ χρωματισμό) διακρίνονται εύκολα από αυτά 
των θηλυκών ατόμων που εμφανίζουν το μεταλλαγμένο 
φαινότυπο (με υπόλευκο χρωματισμό).
Ενδεικτικά είναι τα ευρήματα μελετών που 
διενεργήθηκαν σε άτομα της μύγας της Μεσογείου, 
τα οποία στειρώθηκαν με τη χρήση ιονίζουσας 
ακτινοβολίας. Προέκυψε ότι τα στειρωμένα αρσενικά 
άτομα ανταγωνίζονταν λιγότερο αποτελεσματικά τα 
αρσενικά αγρίου τύπου προκειμένου να συζευχθούν. 
Επιπλέον, διαφάνηκε ότι τα παρθένα θηλυκά έδειξαν μία 
σαφή προτίμηση στα γόνιμα αρσενικά άτομα. Ακόμη 
και στην περίπτωση που τα θηλυκά αγρίου τύπου 
συζεύχθηκαν με στείρο αρσενικό άτομο, παρουσίασαν 
αυξημένη διάθεση για επανασυζεύξεις (Kraaijeveld and 
Chapman, 2004). Και αυτό είναι κάτι που δεν συμβαίνει 
υπό φυσιολογικές συνθήκες, αφού η σύζευξη μεταξύ 
θηλυκών και αρσενικών ατόμων αγρίου τύπου μειώνει 
δραστικά την περαιτέρω διαθεσιμότητα του θηλυκού 
για επανασύζευξη (Chapman et al., 1998).
    
Προσπάθειες υπέρβασης των προβλημάτων της κλασσικής 
SIT
Όλα τα παραπάνω προβλήματα που πλήττουν έως 
ένα βαθμό την αποτελεσματικότητα της μεθόδου, 
οδήγησαν σε σκέψεις για αντικατάσταση της πρακτικής 
στείρωσης των εντόμων με ακτινοβόλησή τους. 
Έτσι, έγιναν προσπάθειες ανάπτυξης και εισαγωγής 
γενετικών συστημάτων επικρατών θανατογόνων 
παραγόντων σε συγκεκριμένα είδη εντόμων, στα οποία 
η ανάπτυξη της τεχνολογίας ανασυνδυασμένου DNA 
και η συσσώρευση γνώσης μοριακής γενετικής παρείχαν 
τα απαραίτητα μοριακά εργαλεία που επέτρεπαν την 
ολοκλήρωση αυτών των προσπαθειών (Fryxell and 
Miller, 1995; Alphey and Andreasen, 2002). Πράγματι, 
τέτοιοι διαγονιδιακοί οργανισμοί έχουν χρησιμοποιηθεί 
με επιτυχία σε προγράμματα  διαχείρισης διαφόρων 
εντόμων γεωργικού και υγειονομικού ενδιαφέροντος. 
Η πρακτική που μόλις περιγράφηκε θεωρείται μία 
παραλλαγή της SIT και είναι γνωστή ως RIDL (Release 
of Insects carrying a Dominant Lethal). Η εφαρμογή 
της έδωσε μία νέα προοπτική στα προγράμματα 
αντιμετώπισης των παρασίτων, αφού παρακάμπτονται 
τα βασικά προβλήματα που σχετίζονται με τη χρήση 
ιονίζουσας ακτινοβολίας, ως μέσου πρόκλησης 
στειρότητας στην κλασσική SIT. Οι πρώτες προσπάθειες 
δημιουργίας διαγονιδιακών στελεχών έγιναν πριν από 
μερικά χρόνια στο έντομο Drosophila melanogaster 
(Heinrich and Scott, 2000; Thomas et al., 2000; Horn 
and Wimmer, 2003). Λίγο αργότερα ακολούθησε ο 
γενετικός μετασχηματισμός της μύγας της Μεσογείου 
(Gong et al., 2005). Στο πλαίσιο αυτών των ερευνητικών 
προσπαθειών κατασκευάστηκαν δύο γενετικά 
συστήματα που περιγράφονται αμέσως παρακάτω: 
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α) το πρώτο γενετικό σύστημα δύο στοιχείων (Εικόνα 
19 [α,β]) βασιζόταν στη δράση ενός επικρατούς, 
κατασταλτού από το αντιβιοτικό τετρακυκλίνη, 
ενεργοποιητή (tetracycline-repressible transactivator 
[tTA]) .
β) το δεύτερο γενετικό σύστημα, που ήταν μία 
απλουστευμένη  μορφή  του  πρώτου,  στηρίχθηκε  στη 
δράση ενός μόνο στοιχείου, του ενεργοποιητή tTA 
(Εικόνα 19 [γ,δ]).
Μία εναλλακτική προσέγγιση, αναφορικά με την 
αντιμετώπιση των προβλημάτων της κλασσικής SIT, 
υπήρξε και η δημιουργία διαγονιδιακών στελεχών 
εντόμων τα οποία έφεραν ένα θανατογόνο, για τα 
θηλυκά   άτομα,   γενετικό   σύστημα.   Προς   αυτή  την
Εικόνα 19. Κατασταλτά από το αντιβιοτικό τετρακυκλίνη θανατογόνα γενετικά συστήματα. (α,β) Λειτουργία του συστήματος δύο 
στοιχείων (Heinrich and Scott, 2000; Thomas et al., 2000; Horn and Wimmer, 2003). (α) Απουσία τετρακυκλίνης (Tc) ο ενεργοποιητής 
tTA προσδένεται στο χειριστή tetO, οδηγώντας στην έκφραση ενός τοξικού τελεστή και τελικά στο θάνατο των εντόμων και (β) 
Παρουσία τετρακυκλίνης (Tc) ο ενεργοποιητής tTA αλληλεπιδρά με το αντιβιοτικό σχηματίζοντας ένα σύμπλοκο, το οποίο δεν μπορεί 
ακολούθως να προσδεθεί στο χειριστή tetO. Έτσι, δεν πραγματοποιείται η έκφραση του τοξικού μορίου του τελεστή και συνεπώς το 
σύστημα είναι ανενεργό. (γ,δ) Λειτουργία του απλουστευμένου συστήματος ενός στοιχείου. (γ) Απουσία τετρακυκλίνης (Tc) η βασική 
έκφραση του ενεργοποιητή (tTA) ανατροφοδοτεί τη σύνθεση περισσότερης ποσότητάς του και έτσι συσσωρεύεται στα κύτταρα. 
Αυτές οι υψηλές συγκεντρώσεις του παράγοντα tTA έχουν άκρως βλαπτική επίδραση στον οργανισμό του εντόμου, πιθανότατα 
εξαιτίας της μεταγραφικής ‘’αποσιώπησης’’ και/ή της παρεμβολής στην εξαρτώμενη από την ουβικουιτίνη πρωτεολυτική διαδικασία 
(Gossen et al., 1992; Salghetti et al., 2001; Damke et al., 1995; Berger et al., 1990; Gill et al., 1988) και (δ) Παρουσία τετρακυκλίνης (Tc) 
ο παράγοντας tTA εκφράζεται σε πολύ χαμηλά επίπεδα. Σε τέτοιες χαμηλές συγκεντρώσεις η παρουσία του tTA είναι αβλαβής για τα 
κύτταρα. Σημειώσεις: Tα συγκεκριμένα γενετικά συστήματα κατασκευάστηκαν με τέτοιο τρόπο, ώστε η απουσία του αντιβιοτικού να 
μην επηρεάζει το βαθμό επιβίωσης των εξαπολυόμενων στο πεδίο ενηλίκων διαγονιδιακών ατόμων, αλλά μόνο των ετεροζυγωτικών 
απογόνων τους και μάλιστα σε πολύ πρώιμο αναπτυξιακό στάδιο. Αυτή η εκλεκτική εκδήλωση της θανατογόνου δράσης που 
παρουσίαζαν τα παραπάνω γενετικά συστήματα οφειλόταν στη χρήση ενός αναπτυξιακά ρυθμιζόμενου υποκινητή (εμβρυοειδικού). 
Έτσι, τελικά, οι πρώιμα θανόντες ετεροζυγωτικοί απόγονοι των εξαπολυόμενων ενήλικων διαγονιδιακών ατόμων μπόρεσαν να 
προκαλέσουν την κατάρρευση των πληθυσμών των εντόμων στο πεδίο. Επίσης, η κατασκευή αυτών των γενετικών συστημάτων 
περιελάμβανε και ένα ισχυρά συνδεδεμένο σε αυτά γενετικό δείκτη, ο οποίος παρήγαγε μία φθορίζουσα πρωτεΐνη, καθιστώντας έτσι 
επιτρεπτή τη διάκριση στο πεδίο των διαγονιδιακών ατόμων από τα άτομα αγρίου τύπου.
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κατεύθυνση αξιοποιήθηκε η γενετική γνώση σχετικά 
με το φυλοειδικό εναλλακτικό μάτισμα στη μύγα της 
Μεσογείου (Fu et al., 2007). Η συγκεκριμένη ερευνητική 
προσπάθεια βασίσθηκε στην εισαγωγή μίας κασέτας 
που  περιελάμβανε  το  γονίδιο transformer του εντόμου
(Cctra), εντός ενός ετερόλογου ενεργοποιητή 
κατασταλτού από το αντιβιοτικό τετρακυκλίνη (tTAV) 
(Εικόνα 20). Η κατασκευή αυτή αξιοποίησε το φυλοειδικό 
εναλλακτικό μάτισμα του Cctra (Εικόνα 21).
Εικόνα 20. Διαγραμματική απεικόνιση του πλασμιδίου που φέρει την κατασκευή που χρησιμοποιήθηκε προκειμένου να δημιουργηθεί 
ένα θανατογόνο γενετικό σύστημα με εξειδίκευση στα θηλυκά άτομα, βασιζόμενο στο φυλοειδικό εναλλακτικό μάτισμα του γονιδίου 
Cctra (Fu et al., 2007). H δομή του πλασμιδίου παρατίθεται γραμμικοποιημένη προς το 3΄ άκρο του μεταθετού στοιχείου piggyBac. 
Μεταξύ των άκρων του μεταθετού στοιχείου υφίστανται δύο λειτουργικά τμήματα: α) ο γενετικός δείκτης, ο οποίος επιτρέπει την 
ανίχνευση των διαγονιδιακών ατόμων μέσω φθορισμού και β) η κασέτα έκφρασης του tTAV (περιλαμβάνει την κασέτα του ενθέματος 
Cctra εντός της κωδικής περιοχής του ετερόλογου ενεργοποιητή tTAV). Η κασέτα έκφρασης του ενεργοποιητή tTAV επάγει με 
έναν ανατροφοδοτικό μηχανισμό την θνησιμότητα των διαγονιδιακών ατόμων, μέσω της σύνθεσής του και συσσώρευσής του 
στα κύτταρα αυτών, απουσία τετρακυκλίνης. Στη συγκεκριμένη γενετική κατασκευή, η έκφραση του tTAV απουσία τετρακυκλίνης, 
και ως εκ τούτου η θνησιμότητα, περιορίζεται μόνο στα θηλυκά διαγονιδιακά άτομα εξαιτίας του συστήματος εναλλακτικού 
ματίσματος του Cctra. Σημειώσεις: 1) ο ενεργοποιητής tTAV είναι μία παραλλαγή του tTA, 2) δεδομένου ότι ο tTAV βρίσκεται υπό 
τον έλεγχο ενός εμβρυοειδικού υποκινητή, δεν επηρεάζεται το προσδόκιμο ζωής των εξαπλυόμενων στο πεδίο ενήλικων θηλυκών 
διαγονιδιακών ατόμων, παρά μόνο η επιβίωση  των θηλυκών ατόμων της πρώτης διαγονιδιακής γενιάς, τα οποία και πεθαίνουν σε 
πρώιμο αναπτυξιακό στάδιο.
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SIT: Η εμπειρία στο δάκο της ελιάς       
Αναφορικά με το δάκο της ελιάς, η μέθοδος SIT 
εντάχθηκε για πρώτη φορά στο πλαίσιο των 
προσπαθειών διαχείρισης του εντόμου τη δεκαετία 
του ΄70 (Economopoulos, 1977). Συγκεκριμένα, έλαβε 
χώρα ένα διετές πιλοτικό πρόγραμμα ολοκληρωμένης 
διαχείρισής του στη χερσόνησο της Κασσάνδρας 
Χαλκιδικής. Το πρόγραμμα περιελάμβανε τη διενέργεια 
δύο ψεκασμών πλήρους κάλυψης των δένδρων με 
οργανοφωσφορικά εντομοκτόνα (ο πρώτος 22-26 
Μαΐου και ο δεύτερος 11-16 Ιουνίου), με συνακόλουθες 
εβδομαδιαίες εξαπολύσεις στείρων εντόμων (αρσενικών 
και θηλυκών), με πυκνότητα 150.000-250.000 
ατόμων/0,4 km2. Η εφαρμογή της μεθόδου είχε 
περιορισμένη επιτυχία. Τα αίτια αυτών των περιορισμών 
στην αποτελεσματικότητά της αποδόθηκαν κυρίως 
σε φυσιολογικές και ηθολογικές διαφορές μεταξύ των 
στείρων εργαστηριακών εντόμων που εξαπολύθηκαν 
στη φύση και των εντόμων των φυσικών πληθυσμών. 
Τα προβλήματα αυτά εντοπίστηκαν σε τρία διαφορετικά 
επίπεδα. Πρώτον, το διάστημα που απαιτούνταν για 
την σεξουαλική ωρίμανση διαφοροποιούνταν μεταξύ 
των εργαστηριακών ατόμων και των ατόμων αγρίου 
τύπου. Έτσι, τα εργαστηριακά άτομα είχαν πρωιμότερη 
σεξουαλική ωρίμανση, ενώ τα άτομα αγρίου τύπου 
είχαν οψιμότερη (Economopoulos et al., 1971). 
Δεύτερον, παρατηρήθηκαν κυρίως ομοιεπιλεκτικές 
διασταυρώσεις, δηλαδή τα εργαστηριακά αρσενικά 
άτομα προτιμούσαν να συζευγνύονται με τα θηλυκά 
εργαστηριακά  άτομα και τα αγρίου τύπου αρσενικά 
με τα αντίστοιχα θηλυκά. Ο λόγος ήταν η διαφορετική 
προτίμηση που υπήρχε στο χρόνο σύζευξης μεταξύ των 
εργαστηριακών ατόμων και αυτών του αγρίου τύπου. 
Συγκεκριμένα, τα εργαστηριακά έντομα βρέθηκαν να 
ζευγαρώσουν αρκετές ώρες νωρίτερα από τα έντομα 
άγριου τύπου (Zervas and Economopoulos, 1982). 
Τέλος, τα εργαστηριακά άτομα παρατηρήθηκε ότι 
συζευγνύονταν λιγότερες φορές συγκριτικά με τα άτομα 
αγρίου τύπου (Economopoulos, 1972).
Επειδή έγινε από νωρίς κατανοητό ότι η χαμηλή 
ανταγωνιστικότητα των εργαστηριακών πληθυσμών 
του δάκου της ελιάς πιθανότατα οφείλεται στις αλλαγές 
που επιφέρει στο γενετικό υπόβαθρό τους η προσαρμογή 
στις τεχνητές συνθήκες εκτροφής, έλαβε χώρα μία 
πρώτη προσπάθεια προσέγγισης του προβλήματος. 
Αυτή η προσπάθεια στηρίχθηκε σε βιοχημικές μεθόδους 
και αφορούσε την παρακολούθηση της μεταβολής 
των ισοενζυμικών συχνοτήτων δέκα ενζυμικών 
τόπων στις έξι πρώτες γενεές ενός εργαστηριακού 
πληθυσμού. Παρατηρήθηκαν εντυπωσιακές αλλαγές 
στις ισοενζυμικές συχνότητες, σε δυο τουλάχιστον από 
τους δέκα ενζυμικούς τόπους [στην 6-φωσφογλυκονική 
αφυδρογονάση (6-PGD) και στην αλκοολική 
αφυδρογονάση (ADH)], που οφείλονταν κυρίως στη 
δίαιτα των εντόμων (Loukas et al., 1985). Μία άλλη 
ερευνητική εργασία, η οποία βασίσθηκε στη χρήση 
δέκα μικροδορυφορικών γενετικών τόπων, ανέδειξε τις 
γενετικές αλλαγές που προέκυψαν κατά τη διάρκεια της 
μαζικής εκτροφής ενός αποικιοποιημένου ισραηλινού 
εργαστηριακού SIT στελέχους δάκου. Σύμφωνα με 
τη συγκεκριμένη μελέτη, μέσα στις πέντε πρώτες 
εργαστηριακές γενεές παρατηρήθηκαν γενετικές 
αλλαγές σε σημαντικό βαθμό, ενώ από την ενδέκατη 
εργαστηριακή γενεά και μετέπειτα δόθηκε μια εικόνα 
πλήρους προσαρμογής στις εργαστηριακές συνθήκες 
μαζικής εκτροφής (Zygouridis et al., 2013) (Η δημοσίευση 
αυτή αποτελεί μέρος της παρούσας διδακτορικής 
διατριβής).    
Πάντως, η έλλειψη όλων εκείνων των μοριακών 
και γενετικών δεδομένων που θα καθιστούσαν 
αντιμετωπίσιμη την κατάσταση, οδήγησε ουσιαστικά 
στην εγκατάλειψη των προσπαθειών βελτιστοποίησης 
Εικόνα 21. Φυλοειδική έκφραση του ενεργοποιητή tTAV η οποία προκύπτει από το εναλλακτικό μάτισμα του γονιδίου Cctra. Η 
άνω απεικόνιση αναπαριστά τη δομή εκείνου του τμήματος της γενετικής κατασκευής που περιλαμβάνει το γονίδιο Cctra, το 
οποίο πλαισιώνεται από τον ενεργοποιητή tTAV. Τα λευκά πλαίσια αντιπροσωπεύουν τα εξόνια του tTAV. Τα κόκκινα πλαίσια 
αντιπροσωπεύουν το σύνολο των εξονίων που απαντώνται στα διάφορα μετάγραφα. Το σχήμα παρουσιάζει το φυλοειδικό 
εναλλακτικό μάτισμα του γονιδίου transformer της μύγας της Μεσογείου (Cctra). Στα θηλυκά διαγονιδιακά άτομα το Cctra ματίζεται 
με τρεις εναλλακτικούς τρόπους ώστε να παραχθούν τρία μετάγραφα, τα Θ1, Α1 και Α2. Το μετάγραφο Θ1 κωδικοποιεί λειτουργική 
πρωτεΐνη Τra ενώ τα άλλα δύο μετάγραφα (Α1 και Α2) όχι, αφού περιλαμβάνουν πρόσθετα εξόνια με κωδικόνια λήξης εντός του 
αναγνωστικού τους πλαισίου (στο σχήμα τα κωδικόνια λήξης απεικονίζονται με αστερίσκους). Έτσι, στα θηλυκά διαγονιδιακά άτομα 
το εναλλακτικό μάτισμα του Cctra είναι τέτοιο που να διατηρεί τη λειτουργικότητα της ετερόλογης κωδικοποιητικής περιοχή του 
tTAV, ώστε να παράγεται λειτουργική πρωτεΐνη. Συνεπώς, τα θηλυκά άτομα της πρώτης διαγονιδιακής γενεάς πεθαίνουν στο πεδίο, 
και μάλιστα σε πρώιμο αναπτυξιακό στάδιο, εξαιτίας του εμβρυοειδικού υποκινητή. Αντίθετα, τα αρσενικά διαγονιδιακά άτομα 
παράγουν μόνο τα μετάγραφα Α1 και Α2 (τα οποία δεν παράγουν λειτουργική πρωτεΐνη Tra) και ως εκ τούτου δεν υφίστανται της 
βλαπτικές επιδράσεις του συστήματος.
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Η πρόοδος που σημειώθηκε μέσω της ανάπτυξης 
των νέων τεχνολογιών που προαναφέρθηκαν, έφερε 
στο προσκήνιο το θέμα της επαναπροσέγγισης 
της μεθόδου SIT και στο δάκο της ελιάς. Πράγματι, 
προσφάτως δημοσιεύθηκε μία ερευνητική εργασία η 
οποία περιγράφει την ανάπτυξη ενός υπό συνθήκη 
θανατογόνου στελέχους δάκου (Ant et al., 2012), 
βασιζόμενο στην ερευνητική δουλειά του Fu και 
των συνεργατών του το 2007 που αναλύθηκε 
λεπτομερειακά πριν (βλ. Εικόνα 20). Οι πρώτες ενδείξεις 
που αφορούσαν τη συμπεριφορά των διαγονιδιακών 
ατόμων ήταν θετικές, αφού ανταγωνίζονταν επαρκώς 
τα αρσενικά άτομα αγρίου τύπου προκειμένου να 
συζευχθούν, εμφάνιζαν συγχρονισμένη σεξουαλική 
δραστηριότητα με τα θηλυκά αγρίου τύπου και οι 
συζεύξεις τους με αυτά επήγαγαν το κατάλληλο επίπεδο 
ανερεθιστότητας, μειώνοντας έτσι τη διάθεσή τους για 
επανασυζεύξεις. Όμως, η θετική επιβεβαίωση όλων 
αυτών των ευρημάτων απαιτεί τη διεξαγωγή μεγάλης 
κλίμακας πειραμάτων πεδίου.                   
3. Εισαγωγή ειδών σε νέα οικοσυστήματα
3.α. Ενδογενή και εξωτικά είδη
Στον κλάδο της βιογεωγραφίας, ενδογενές είδος ενός 
συγκεκριμένου οικοσυστήματος θεωρείται αυτό που 
οφείλει την παρουσία του αποκλειστικά σε φυσικές 
διεργασίες και όχι στην ανθρωπογενή παρέμβαση. Κάθε 
ενδογενής οργανισμός έχει το δικό του εύρος κατανομής, 
εντός των γεωγραφικών ορίων όπου θεωρείται 
ενδογενής. Αντίθετα, ένα είδος θεωρείται εξωτικό όταν 
απαντάται εκτός της φυσικής περιοχής κατανομής του. 
Μάλιστα, η παρουσία ενός εξωτικού είδους στα νέα 
οικοσυστήματα στα οποία εισάγεται, τα επηρεάζει σε 
σημαντικό βαθμό και σε πολλαπλά επίπεδα. Η εισαγωγή 
ενός εξωτικού είδους σε ένα νέο οικοτόπο εμπλέκει τον 
ανθρωπογενή παράγοντα και μπορεί να επέλθει είτε με 
τυχαίο τρόπο είτε σκόπιμα.
3.β. Η βιολογική εισβολή και η φύση της
Οι θεμελιώδεις διεργασίες που κρίνουν την επιτυχία μιας 
βιολογικής εισβολής 
Μέσα σ’ ένα πεδίο σκληρού και έντονου ανταγωνισμού 
το οποίο καθορίζει τη δυνατότητα επιβίωσης 
των οργανισμών, τα είδη που εισάγονται σε νέα 
ενδιαιτήματα πρέπει να έχουν ιδιαίτερα γνωρίσματα 
ή ακόμη και συνδυασμούς τέτοιων γνωρισμάτων 
που θα τους επιτρέψουν να ανταγωνιστούν επιτυχώς 
τα προϋπάρχοντα ενδογενή είδη. Αυτά τα ιδιαίτερα 
γνωρίσματα ενός εξωτικού είδους σχετίζονται με 
τη ικανότητα της γρήγορης ανάπτυξής του, την 
υψηλή αναπαραγωγική του επιτυχία, την ικανότητα 
ταχείας γεωγραφικής διασποράς του, τη φαινοτυπική 
πλαστικότητα που δίνει τη δυνατότητα προσαρμογής 
του σχεδίου ανάπτυξής του στις συνθήκες του νέου 
ενδιαιτήματος, την ικανότητα αντοχής του σε ένα ευρύ 
φάσμα περιβαλλοντικών συνθηκών, την ικανότητά 
του να εκπληρώνει τις διατροφικές του ανάγκες 
αξιοποιώντας καινούργιους ξενιστές, την ικανότητα 
αποτελεσματικής θήρευσης ή αναζήτησης διατροφικών 
πόρων στο νέο οικοσύστημα και τέλος την ένταξη 
στο ενεργητικό του ενδεχόμενων προηγούμενων 
επιτυχών βιολογικών εισβολών (Ewell et al., 1999; Pi-
mentel et al., 2000). Πάντως, ένα είδος που εισάγεται 
σε ένα νέο οικοσύστημα θα πρέπει αρχικά να επιβιώσει 
έχοντας μικρή πληθυσμιακή πυκνότητα, πριν να 
εγκατασταθεί επιτυχώς στη νέα περιοχή (Tilman, 
2004). Όμως, σε χαμηλές πληθυσμιακές πυκνότητες 
καθίσταται αρκετά δύσκολη η επιτυχής αναπαραγωγή 
και η διατήρηση του εισβάλλοντος είδους στο νέο 
περιβάλλον. Έτσι, ένα εξωτικό είδος μπορεί να χρειαστεί 
να εισαχθεί περισσότερες από μία φορές σε μία 
περιοχή, πριν την οριστική εγκαθίδρυσή του σ’ αυτή. 
Τα επαναλαμβανόμενα πρότυπα των εμπορικών αλλά 
και διεθνών μετακινήσεων είναι αυτά που μπορούν να 
προσφέρουν σε ένα εξωτικό είδος επαναλαμβανόμενες 
ευκαιρίες για την επιτυχή του εγκατάσταση σ’ ένα νέο 
περιβάλλον (Verling, 2005). 
Μοντέλο ελάχιστου βιώσιμου πληθυσμού προγεφυρώματος 
μιας εισβολής (Minimum Viable Beachhead Population 
[MVBP] model of invasion)
Οι αναλύσεις βιωσιμότητας ενός πληθυσμού, που 
χρησιμοποιεί ο κλάδος της πληθυσμιακής οικολογίας, 
έχουν ως στόχο τον καθορισμό ενός «ελάχιστου βιώσιμου 
πληθυσμιακού μεγέθους» πάνω από τα όρια του οποίου 
οι στοχαστικές περιβαλλοντικές και δημογραφικές 
διεργασίες σπάνια οδηγούν ένα πληθυσμό σε εξαφάνιση. 
Ένα βασικό μοντέλο που περιγράφει την παραπάνω 
διαδικασία είναι το μοντέλο ελάχιστου βιώσιμου 
πληθυσμού προγεφυρώματος μιας εισβολής (Minimum 
Viable Beachhead Population [MVBP] model of invasion), 
(Moller, 1996) και καθορίζει τα στάδια της επιτυχούς 
εγκαθίδρυσης ενός εισαγόμενου είδους σε ένα νέο 
οικοσύστημα, τα οποία περιλαμβάνουν: α) την αρχική 
άφιξη των ατόμων του είδους, β) την εγκατάσταση και 
αύξηση του πληθυσμού προγεφυρώματος της εισβολής, 
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γ) την εξάπλωση και καθιέρωση ενός μεταπληθυσμού και 
δ) μια τελική φάση ενσωμάτωσης στο νέο οικοσύστημα, 
όπου ο νέος οργανισμός φτάνει σε μία εξισορροπημένη 
πυκνότητα ύστερα από αλληλεπιδράσεις με τα άλλα 
είδη της βιοκοινότητας που τον υποδέχεται. 
3. γ. Τρόποι μελέτης των βιολογικών εισβολών
Κλασσική προσέγγιση του φαινομένου της βιολογικής 
εισβολής
Η κλασσική οικολογία προσπαθεί αφενός να 
προσδιορίσει όλους εκείνους τους περιοριστικούς 
βιοτικούς και αβιοτικούς παράγοντες που δυνητικά 
μπορούν να επηρεάσουν τη χωρική κατανομή του 
εισβάλλοντος οργανισμού στο νέο περιβάλλον και 
αφετέρου να προβλέψει τα γεωγραφικά όρια αυτής της 
κατανομής.
Ένας τρόπος για να εκπληρωθούν οι παραπάνω στόχοι 
είναι τα πειράματα μεταφοράς (transplant experiments). 
Αρχικά, αυτό το οποίο γίνεται σ’ ένα τέτοιο πείραμα είναι 
η μεταφορά ατόμων ενός είδους σε μία μη κατειλημμένη 
από αυτό περιοχή και ακολούθως η καταγραφή της 
δυνατότητας επιβίωσης και επιτυχούς αναπαραγωγής 
του στο νέο περιβάλλον. Εάν ένα πείραμα μεταφοράς 
έχει επιτυχή έκβαση, υποδεικνύει ότι το δυνητικό 
εύρος κατανομής του είδους είναι μεγαλύτερο από 
το πραγματικό. Αντίθετα, εάν το είδος δεν μπορεί να 
επιβιώσει και να αναπαραχθεί εντός των περιοχών 
μεταφοράς του, τότε αναζητούνται όλες εκείνες οι 
αλληλεπιδράσεις - βιοτικού και αβιοτικού χαρακτήρα - 
που το αποκλείουν από τις παραπάνω περιοχές (Krebs, 
2001).
Ένας άλλος τρόπος κλασσικής μελέτης των βιολογικών 
εισβολών αφορά τη διενέργεια πειραμάτων 
φυσιολογικής οικολογίας (ή οικοφυσιολογίας). 
Αυτού του είδους τα πειράματα προσπαθούν να 
προσδιορίσουν την επίδραση φυσικών και χημικών 
περιοριστικών παραγόντων (βλ. παραπάνω), στην 
επιβίωση, την ανάπτυξη και την επιτυχή αναπαραγωγή 
των εισβαλλόντων οργανισμών, με απώτερο στόχο την 
κατανόηση αλλά και πρόβλεψη της πιθανής χωρικής 
τους κατανομής στα νέα οικοσυστήματα. Ο ζωολόγος 
V.E. Shelford ανέπτυξε το νόμο ανοχής, που έμελλε να 
γίνει το πλέον σημαντικό εννοιολογικό εργαλείο των 
οικοφυσιολόγων. Σύμφωνα λοιπόν με το νόμο ανοχής 
του Shelford, η χωρική κατανομή ενός είδους ελέγχεται 
από εκείνον τον περιβαλλοντικό παράγοντα για τον 
οποίο ο οργανισμός παρουσιάζει το στενότερο εύρος 
ανοχής. 
Μοριακή προσέγγιση του φαινομένου της βιολογικής 
εισβολής
Η προσέγγιση των βιολογικών εισβολών από τη σκοπιά 
της μοριακής γενετικής αποτελεί ένα ισχυρό μέσο 
διερεύνησης των οικολογικών και εξελικτικών πτυχών 
τους. Κι’ αυτό διότι τόσο η γενετική δομή όσο και το 
επίπεδο γενετικής διαφοροποίησης του εισαγόμενου 
είδους, αλλάζουν κατά την εξέλιξη του φαινομένου της 
εισβολής (Miura, 2007). Έτσι, η μοριακή προσέγγιση του 
φαινομένου των βιολογικών εισβολών είναι δυνατόν:
α) να αποκαλύψει την εισβολή κάποιου κρυπτικού είδους
Συχνά, ο πραγματικός αριθμός των εξωτικών ειδών 
αλλά και οι επιπτώσεις τους υποεκτιμούνται σε μεγάλο 
βαθμό, κυρίως εξαιτίας της παρουσίας εισαγόμενων 
κρυπτικών ειδών (Geller et al., 1997) των οποίων η 
ανίχνευση μπορεί να πραγματοποιηθεί μόνο σε γενετικό 
επίπεδο. 
β) να συνθέσει το μωσαϊκό της ιστορικής πορείας μιας 
εισβολής
Μετά την εισβολή ενός είδους σε ένα νέο περιβάλλον 
είναι δύσκολο, ή και σε μερικές περιπτώσεις αδύνατο, 
να προσδιοριστεί η περιοχή προέλευσής της και 
να αποτυπωθούν γεωγραφικά τα μονοπάτια μέσω 
των οποίων έλαβε χώρα, αφού στις περισσότερες 
περιπτώσεις δεν υπάρχουν ή είναι δύσκολο να υπάρχουν 
ουσιώδεις πληροφορίες. Ωστόσο, ακόμη και απουσία 
πληροφόρησης, η περιοχή προέλευσης μιας εισβολής 
μπορεί να ταυτοποιηθεί με τη γενετική σύγκριση 
των γονοτύπων (ή απλοτύπων) μεταξύ των ατόμων 
της περιοχής εισαγωγής και των περιοχών που αυτά 
ενδημούν (Εικόνα 22· Cartlon, 1987; Kowarik, 2003).  
γ) να προσδιορίσει το επίπεδο γενετικής διαφοροποίησης 
μεταξύ των ενδογενών και εισαγόμενων πληθυσμών
Τα εισαγόμενα είδη υφίστανται μία μείωση της γενετικής 
τους ποικιλότητας. Οι μηχανισμοί που τη μειώνουν 
αφορούν τα ιδρυτικά φαινόμενα και τα φαινόμενα 
γενετικής στενωπού (Nei et al., 1975). Όταν τα είδη 
εισάγονται σε ένα νέο οικοσύστημα, τότε συνήθως 
μόνο ένα μικρό τμήμα του πληθυσμού φθάνει στη νέα 
περιοχή. Έτσι, ο εισβάλλοντας πληθυσμός, λόγω των 
φαινομένων γενετικής στενωπού, αντιπροσωπεύεται 
από ένα μικρότερο αριθμό γονοτύπων. Επιπρόσθετα, 
ο μικρός ιδρυτικός πληθυσμός των εισβολέων 
επηρεάζεται έντονα από την τυχαία γενετική παρέκκλιση 
(Hartl and Clark, 1997). Ο  συνδυασμός αυτών των δύο 
φαινομένων είναι που οδηγεί τελικά σε μείωση του 
επίπεδου της γενετικής ποικιλομορφίας των εξωτικών 
ειδών (Holland, 2000). Ωστόσο, αν και τα εισαγόμενα 
είδη υφίστανται γενικά μία απώλεια της γενετικής τους 
ποικιλομορφίας, διάφορα γεγονότα με αντισταθμιστικό 
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χαρακτήρα μπορούν και αυξάνουν τα επίπεδά της. 
Πράγματι, η εισβολή ενός αρχικά μεγάλου αριθμού 
ατόμων ή οι αλλεπάλληλες εισβολές σε μια περιοχή, από 
διαφορετικούς  πληθυσμούς προέλευσης, είναι δυνατό 
να διατηρήσουν ένα αρκετά υψηλό επίπεδο γενετικής 
ποικιλομορφίας στα εισαγόμενα είδη (Εικόνα 23). 
Εικόνα 22. Στο σχήμα αναπαριστάνεται η ύπαρξη τεσσάρων, 
γενετικά και γεωγραφικά, διαφοροποιημένων υποπληθυσμών 
στην περιοχή φυσικής τους κατανομής. Οι κύκλοι με τα 
διαφορετικά μοτίβα υποδεικνύουν τους διαφορετικούς 
γονοτύπους των ενδογενών υποπληθυσμών του είδους. Εάν 
επρόκειτο να διαπιστωθεί ότι ο εισβάλλοντας πληθυσμός 
αποτελείται από γονοτύπους γκρι χρωματισμού, τότε θα 
μπορούσε να θεωρηθεί ως πιθανή περιοχή προέλευσης της 
εισβολής η περιοχή Β.
Εικόνα 23. Πρότυπα εισβολής τα οποία συμβάλλουν στη 
διατήρηση των επιπέδων γενετικής ποικιλομορφίας των 
εισαγόμενων ειδών. Τα εισαγόμενα είδη διατηρούν ένα υψηλό 
επίπεδο γενετικής ποικιλομορφίας: (α) όταν, πιο σπάνια, 
μεταφέρεται στην περιοχή εισβολής ένας αρχικά μεγάλος 
αριθμός ατόμων και (β) όταν μεταφέρονται αλλεπάλληλα στις 
περιοχές εισβολής πληθυσμοί διαφορετικής προέλευσης.
3.δ. Καλιφόρνια: ίσως το μεγαλύτερο κέντρο 
εισαγωγής εξωτικών ειδών στον κόσμο
Σήμερα η Καλιφόρνια, περισσότερο από οποιαδήποτε 
άλλη στιγμή στην ιστορία της, κατακλύζεται από 
ένα πολύ μεγάλο αριθμό εξωτικών ειδών. Επί του 
παρόντος, περισσότερα από 2.300 εξωτικά είδη 
διαβιούν εντός των γεωγραφικών ορίων της Πολιτείας, 
συμπεριλαμβανομένων 1.025 φυτικών ειδών, 42 ειδών 
ψαριών του γλυκού νερού, 11 ειδών θηλαστικών, 9 
ειδών πουλιών και 208 ειδών ασπόνδυλων (Venette and 
Carey, 1998).
3.δ.1. Η βιολογική εισβολή του δάκου της ελιάς 
στην Καλιφόρνια και οι επιπτώσεις της
Η καλλιέργεια της ελιάς γινόταν για περισσότερο από 
εκατό χρόνια στην περιοχή της Καλιφόρνιας, χωρίς την 
παρουσία του κυριότερου παρασίτου της, του δάκου 
(βλ. §1.β.). Όμως, σχετικά πρόσφατα εντοπίστηκαν για 
πρώτη φορά ενήλικα του εντόμου σ΄ αυτή την περιοχή 
των Η.Π.Α. Οι εισβολείς συνελήφθησαν κοντά στο 
Διεθνές Αεροδρόμιο του Λος Άντζελες τον Οκτώβριο 
του 1998 (Rice, 2000). Μέσα στα επόμενα πέντε έτη το 
έντομο εντοπίστηκε σε όλες τις ζώνες ελαιοκαλλιέργειας 
αυτής της Πολιτείας (Zalom et al., 2008), όπως φαίνεται 
και στην Εικόνα 24. 
Η βιολογική εισβολή του βασικότερου ζωικού εχθρού 
της ελιάς στην Καλιφόρνια αποδεικνύεται ιδιαίτερα 
βλαπτική, αφού οδηγεί άμεσα στην υποβάθμιση της 
ελαιοπαραγωγής και εισάγει άμεσα τη χρήση εισροών 
(χημικών εντομοκτόνων) στη γεωργική πράξη. Εκτός 
όμως από την προφανή υποβάθμιση του περιβάλλοντος 
και τη συνεπαγόμενη επιβάρυνση της τροφικής αλυσίδας 
που απορρέουν από τη χρήση των εντομοκτόνων, 
παρατηρήθηκε και κάτι ακόμη εντυπωσιακό. Αυτό 
αφορά τη γρήγορη ανάπτυξη ανθεκτικότητας στο 
εντομοκτόνο Spinosad, το οποίο είναι σχεδόν το μόνο 
χρησιμοποιούμενο κατά του παρασίτου στην περιοχή 
της Καλιφόρνιας, από την εποχή της καταχώρησης 
του εμπορικού του σήματος στις Η.Π.Α., το έτος 2004. 
Εμφανίστηκε λοιπόν σε κάποιες περιοχές της Πολιτείας 
μία μικρή μεν αλλά αξιοσημείωτη ανθεκτικότητα στο 
εντομοκτόνο (9 έως 13 φορές), η οποία αναπτύχθηκε 
μέσα σε μόλις μία δεκαετία συνεχούς του χρήσης (Ka-
kani et al., 2010). Έτσι, παρά το γεγονός ότι δεν εγείρεται 
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προς το παρόν θέμα αποτελεσματικής διαχείρισης του 
εισβολέα με τη χρήση του Spinosad, η αποκλειστική του 
χρήση στην περιοχή της Καλιφόρνιας αναμένεται να 
δημιουργήσει προβλήματα στο κοντινό μέλλον.
Εικόνα 24. Χρονική και τοπολογική εξάπλωση του δάκου της 
ελιάς στην Καλιφόρνια. Ο διαφορετικός χρωματικός κώδικας 
αναφέρεται στα διαφορετικά έτη συλλήψεων του εντόμου, 
στα διάφορα γεωγραφικά διαμερίσματα της Πολιτείας.
Σημείωση:
3.ε. Τυχαία εισαγωγή εξωτικών ειδών
Η εισαγωγή ενός είδους θεωρείται τυχαία όταν αυτό 
μεταφέρεται εκτός της φυσικής περιοχής κατανομής του 
από την ακούσια  δράση  του  ανθρωπογενούς  στοιχείου. 
Οι ολοένα αυξανόμενοι ρυθμοί των μετακινήσεων - που 
γίνονται είτε για λόγους αναψυχής είτε για διάφορους 
άλλους λόγους - καθώς και η κατακόρυφη αύξηση των 
παγκόσμιων εμπορικών συναλλαγών, αποτελούν μια 
εξαιρετικής τάξεως ευκαιρία για την τυχαία εισαγωγή 
εξωτικών ειδών σε νέα οικοσυστήματα. Χαρακτηριστικό 
είναι το παράδειγμα ενός είδους που συγκαταλέγεται 
μεταξύ των πιο επιτυχημένων εισβολέων, του κόκκινου 
μυρμηγκιού ή τροπικού μυρμηγκιού της φωτιάς Sole-
nopsis invicta (Hymenoptera: Formicidae) (Ascunce et 
al., 2011). Το συγκεκριμένο είδος εισήχθηκε ακούσια 
στις Η.Π.Α. στις αρχές του προηγούμενου αιώνα ως 
«λαθρεπιβάτης» σε εμπορεύματα που αποστέλλονταν 
από τις γηγενείς περιοχές αυτών των εντόμων, δηλαδή 
την ευρύτερη γεωγραφική περιοχή της νότιας Αμερικής, 
προς τα βόρεια της ηπείρου (Shoemaker et al., 2006; Tsch-
inkel, 2006; Caldera et al., 2008). Τα έντομα εξαπλώθηκαν 
ταχύτατα σε όλο το Νότιο τμήμα των Η.Π.Α. και πιο 
πρόσφατα εισήχθηκαν στην Καλιφόρνια και σε άλλες 
περιοχές του κόσμου, συμπεριλαμβανομένης της 
Αυστραλίας (Henshaw et al., 2005), της Ταϊβάν (Yang et 
al., 2008) και της Κίνας. Ο οικονομικός αντίκτυπος που 
προκαλείται, μόνο στις Η.Π.Α., από τον παρασιτισμό του 
εντόμου είναι τεράστιος, αφού υπερβαίνει ετησίως τα 6 
δισεκατομμύρια δολάρια (Lard, 2006). Είναι ανησυχητικό 
το γεγονός ότι διάφορα μοντέλα πρόβλεψης της 
μελλοντικής γεωγραφικής εξάπλωσης του εντόμου 
δείχνουν ότι πιθανότατα αυτό θα εγκαθιδρυθεί σχεδόν 
στο ήμισυ των χερσαίων εκτάσεων του πλανήτη (Mor-
rison et al., 2004).
3.ζ. Η σκόπιμη εισαγωγή εξωτικών ειδών και τα 
κίνητρά της
Σκόπιμη εισαγωγή εξωτικών ειδών
Η εισαγωγή ενός είδους θεωρείται σκόπιμη όταν 
αυτό μεταφέρεται σε νέα οικοσυστήματα με την 
εκούσια παρέμβαση του ανθρωπογενούς παράγοντα. 
Η σκόπιμη εισαγωγή εξωτικών ειδών είναι δυνατό 
να πραγματοποιηθεί με δύο τρόπους: α) ο πρώτος 
αφορά τη βουλητική εγκατάσταση ειδών σε νέα 
ενδιαιτήματα με σκοπό την εγκαθίδρυσή τους σ’ 
αυτά και β) ο δεύτερος σχετίζεται με τη διαφυγή στη 
φύση εισαγόμενων οργανισμών που βρίσκονται σε 
αιχμαλωσία ή που εκτρέφονται σε κλειστά συστήματα, 
Los Angeles (1), Orange (2)
San Diego (3), Riverside (4), San Bernardino (5), Ventura (6), 
Santa Barbara (7), Tulare (8)
Imperial (9), Kern (10), San Luis Obispo (11), Kings (12), 
Monterey (13), San Benito (14), Fresno (15), Madera (16), 
Merced (17), Santa Cruz (18), Santa Clara (19), Alamenda 
(20), Contra Costa (21), San Joaquin (22), Sutter (23), Bute 
(24), Tehama (25)
San Mateo (26), Stanislaus (27), Calaveras (28), Sacramen-
to (29), Solano (30), Napa (31), Yolo (32), Placer (33), Yuba 
(34), Glenn (35)
San Francisco (36), Marin (37), Sonoma (38), Lake (39), 
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και την συνακόλουθη εγκατάστασή τους σε νέα 
οικοσυστήματα.
    
Προσδοκώμενο οικονομικό όφελος: ίσως το βασικότερο 
κίνητρο για τη λήψη απόφασης εισαγωγής ενός είδους σε 
ένα νέο περιβάλλον
Τα κίνητρα που οδηγούν στη λήψη απόφασης για τη 
σκόπιμη εισαγωγή ενός είδους σε μία νέα περιοχή είναι 
πολυποίκιλα. Ένα από τα σημαντικότερα αφορά το 
προσδοκώμενο κοινωνικοοικονομικό όφελος (Naylor 
et al., 2001). Χαρακτηριστικό παράδειγμα εισαγωγής 
ενός οργανισμού σε ένα νέο περιβάλλον με στόχο το 
κοινωνικοοικονομικό και διατροφικό όφελος, είναι η 
διάδοση του φυτού της πατάτας Solanum tuberosum 
(Solanales: Solanaceae) στην Ευρώπη. Συγκεκριμένα, η 
πατάτα - που αποτελεί ιθαγενές φυτό των υψιπέδων 
του Μεξικού, του Περού, της Χιλής και της Κολομβίας 
και που ήταν βασικό διατροφικό στοιχείο των λαών 
της συγκεκριμένης περιοχής από τον 4ο αιώνα π.Χ. - 
μεταφέρθηκε από Ισπανούς εξερευνητές στη χώρα τους 
το 1560. Αρχικά, η καλλιέργεια του φυτού διαδόθηκε 
στην Πορτογαλία, στην Ιταλία και ακολούθως σε 
όλη την υπόλοιπη Ευρώπη. Στη χώρα μας το φυτό 
εισήχθηκε για πρώτη φορά στην Κέρκυρα, γύρω στο 
1800, ενώ στην υπόλοιπη Ελλάδα έγινε γνωστό μετά 
το 1830 χάρη στον Καποδίστρια (http://www.infor-
matics.aua.gr:8080/scam/2/resource/588). Σήμερα, 
η πατάτα συμπεριλαμβάνεται στις καλλιεργητικές 
δραστηριότητες όλων των Ευρωπαϊκών χωρών, ενώ ο 
συνολικός όγκος και η αξία της Ευρωπαϊκής παραγωγής 
της ανέρχεται ετησίως περίπου στους 130 εκατομμύρια 
τόννους και στα 13,4 εκατομμύρια δολάρια αντίστοιχα 
(FAO, 2011). Ωστόσο, το προσδοκώμενο όφελος από τη 
σκόπιμη εισαγωγή ενός είδους σ’ ένα νέο περιβάλλον 
μπορεί να απομειωθεί σημαντικά ή και σε κάποιες 
περιπτώσεις να εξαφανιστεί υπό το βάρος κάποιων 
ανεξέλεγκτων οικοσυστημικών διαταραχών και 
επιπλέον - σε περισσότερο ακραίες περιπτώσεις - από 
την απειλή της δημόσια υγείας. Μία τέτοια κατάσταση 
είναι η περίπτωση της εισαγωγής της αφρικανικής 
μέλισσας στο νότια Αμερική και της ακόλουθης 
εξάπλωσής της στο μεγαλύτερο μέρος της χερσαίας 
επιφάνειας της αμερικανικής ηπείρου. Το συγκεκριμένο 
γεγονός αποτελεί ένα από τα πιο εντυπωσιακά και 
καλά μελετημένα παραδείγματα σκόπιμης βιολογικής 
εισβολής. 
Άλλα κίνητρα για την εισαγωγή εξωτικών ειδών σε νέα 
περιβάλλοντα
Οι σκόπιμες εισαγωγές εξωτικών ειδών σε νέα 
περιβάλλοντα κάποιες φορές πραγματοποιούνται 
με στόχο να εξυπηρετηθούν μια σειρά ανθρώπινων 
δραστηριοτήτων και επιδιώξεων όπως: α) η ερασιτεχνική 
αλιεία και κυνηγεσία (εισαγωγή του αμφιβίου Ambysto-
ma tigrinum στην Καλιφόρνια · Riley et al., 2003), β) η 
αισθητική αναβάθμιση δημοσιών ή ιδιωτικών χώρων 
πρασίνου και αναψυχής (εισαγωγή του νεροπλάτανου 
Acer platanoides στον Καναδά· Foster and Sand-
berg, 2004) και γ) η διασφάλιση της αειφορίας των 
οικοσυστημάτων και η αποτελεσματικότερη διαχείριση 
προβλημάτων που σχετίζονται με τις γεωργικές και 
κτηνοτροφικές δραστηριότητες (εισαγωγή του O. con-
color στην Καλιφόρνια στην προσπάθεια βιολογικού 
ελέγχου του δάκου της ελιάς· Wharton et al., 2000; Yo-
koyama et al., 2004; Yokoyama et al., 2008). 
3.η. Οι επιπτώσεις των βιολογικών εισβολών
Το φάσμα των επιπτώσεων των εισαγωγών εξωτικών 
ειδών σε νέα περιβάλλοντα είναι τόσο ευρύ που 
περικλείει σχεδόν κάθε υπαρκτή οικολογική σχέση αλλά 
και ένα μέρος των κοινωνικών και οικονομικών σχέσεων 
(Lockwood et al., 2007). Πράγματι, οι επιπτώσεις 
των βιολογικών εισβολών - ανάλογα και με το βαθμό 
πολυπλοκότητάς τους - μπορεί να αφορούν από 
αλλαγές στο γονιδίωμα ενός οργανισμού μέχρι και σε 
γενικότερες αλλαγές στα οικοσυστήματα, αλλά και 
στις κοινωνικές και οικονομικές δομές (Simberloff et al., 
2013; Price et al., 2011). Ειδικότερα οι επιπτώσεις αυτές 
μπορεί να αφορούν:
α) Την αλλοίωση του γενετικού χαρακτήρα των 
γονιδιακών δεξαμενών των ενδογενών ειδών ενός 
βιοτόπου (γενετική μόλυνση), κυρίως μέσω του 
υβριδισμού ή του εισδοχικού υβριδισμού τους με τα 
εισαγόμενα στο βιότοπο είδη (Rhymer and Simberloff, 
1996).  Η αντικατάσταση των γονοτύπων των ενδογενών 
ειδών από αυτούς των εξωτικών ειδών, που είναι 
απόρροια είτε του αριθμητικού είτε του προσαρμοστικού 
πλεονεκτήματος των τελευταίων, αποτελεί μία μόνιμη 
απειλή εξαφάνισης των τοπικών ειδών. Έτσι, οι συνεχώς 
αυξανόμενες βιολογικές εισβολές είναι μία από τις 
πλέον βασικές αιτίες της σημειούμενης απώλειας της 
βιοποικιλότητας σε παγκόσμιο επίπεδο. Είναι ενδεικτικό 
το γεγονός ότι σε κάποιες περιοχές του κόσμου έως και 
το 80% των απειλούμενων με εξαφάνιση ειδών δέχονται 
πιέσεις από εξωτικά  είδη (Armstrong 1995).
β) Τις αλλαγές της μορφολογίας, της συμπεριφοράς ή της 
δημογραφίας των ενδογενών ειδών που απορρέουν από 
την εισαγωγή αρπακτικών, παρασιτικών, παθογόνων ή 
και ανταγωνιστικών ειδών (Mattila and Otis, 2003). 
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γ) Τις αλλαγές που σημειώνονται στη δομή, στην 
αφθονία και τη δυναμική των ενδογενών πληθυσμών 
(O ‘Dowd et al., 2003).
δ) Τις μεταβολές που παρατηρούνται στις βιοκοινότητες, 
που είναι το άμεσο αποτέλεσμα των αλληλεπιδράσεων 
που σημειώνονται μεταξύ των πληθυσμών των εξωτικών 
ειδών και των τοπικών πληθυσμών ενός βιοτόπου. 
Στην ουσία, σ’ αυτό το ανώτερο επίπεδο βιολογικής 
οργάνωσης, στη βιοκοινότητα, οι αλλαγές αφορούν 
στη σχετική αφθονία των ειδών, αφού ενδεχομένως 
ορισμένα τοπικά είδη ωθούνται σε αφανισμό εξαιτίας 
της παρουσίας εξωτικών ειδών (Pearson et al., 2000; Eu-
banks et al., 2002).      
ε) Τις μεταβολές που επέρχονται στη λειτουργία των 
οικοσυστημάτων κάθε φορά που μεταβάλλονται 
διαδικασίες όπως π.χ. ο θρεπτικός κύκλος (Crowl et al., 
2008; Wu et al., 2009; Nuckolls et al., 2009).
ζ) Τα ζητήματα δημόσιας υγείας, αφού οι εισαγωγές 
σε νέα οικοσυστήματα διάφορων ειδών παθογόνων 
μικροοργανισμών, πτηνών, τρωκτικών και εντόμων - 
που υπήρξαν φορείς ή δεξαμενές σοβαρών ασθενειών 
που προσβάλλουν τον άνθρωπο - έγιναν η αιτία της 
καταστροφικής διασποράς αυτών των σοβαρών 
ασθενειών στις κατά τόπους κοινωνίες (Pimentel et al., 
2005; Lanciotti et al., 1999; Hallegraeff, 1998).
η) Τις οικονομικές υποδομές των τοπικών κοινωνιών που 
σχετίζονται κυρίως με τις γεωργικές και δασοκομικές 
δραστηριότητες, αφού τόσο οι ζημίες όσο και τα οφέλη 
που προκύπτουν από τις εισαγωγές εξωτικών ειδών 
στα νέα οικοσυστήματα επιδρούν με άμεσο τρόπο στην 
οργάνωσή τους, στην παραγωγική τους διάρθρωση και 
σε τελική ανάλυση ακόμη και στο βαθμό βιωσιμότητάς 
τους (Pimentel et al., 2000).
3.θ. Βιολογική εισβολή:
αντιμετώπιση του κινδύνου 
Ο μεγάλος αρνητικός αντίκτυπος των βιολογικών 
εισβολών υποδηλώνει ότι η πιθανή εισαγωγή ενός 
εξωτικού είδους σε ένα νέο οικοσύστημα είναι μία 
κατάσταση η οποία απαιτεί εξαιρετική προσοχή. Οι 
μεγαλύτερες προσπάθειες πρέπει να καταβάλλονται στο 
επίπεδο της παρακολούθησης των μονοπατιών και των 
φορέων που σχετίζονται με τις ανεπιθύμητες εισαγωγές 
εξωτικών ειδών, καθώς και για τον όσο το δυνατό πιο 
γρήγορο εντοπισμό των εισβολέων. Από τη στιγμή που 
αρχίζουν να εμφανίζονται οι πρώτες επιπτώσεις των 
εισβολών είναι πιθανό να έχουν συμβεί μη αναστρέψιμα 
γεγονότα (Vilà et al., 2011) ή τα μέτρα ανακούφισης 
να είναι πια πολύ δαπανηρά ή ακόμη και πλήρως 
αναποτελεσματικά (Rejmánek and Pitcairn 2002). Οι 
βασικές αρχές που σχετίζονται με την αντιμετώπιση 
του φαινομένου των βιολογικών εισβολών απαριθμούν 
τις ακόλουθες πρακτικές: α) την πρόληψη που πρέπει 
να αποτελεί την άμεση προτεραιότητα, β) την έγκαιρη 
διάγνωση, την ταχεία αντίδραση και τη δυνατότητα 
πιθανής εξάλειψης που θα πρέπει να ακολουθούν όταν 
η πρόληψη αποτυγχάνει και γ) τη μακροπρόθεσμη 
διαχείριση ως τελευταία επιλογή (Εικόνα 25· Simberloff 
et al., 2013).
Εικόνα 25. Σχηματική αναπαράσταση της στρατηγικής 
διαχείρισης των εξωτικών ειδών. Όπως φαίνεται και στο 
σχήμα όσο περνάει ο χρόνος από το συμβάν της βιολογικής 
εισβολής η αποτελεσματικότητα της διαχείρισής της σταδιακά 
μειώνεται, ενώ αντίθετα το κόστος διαχείρισής της σταδιακά 
αυξάνεται.
4.  Η διαδικασία της προσαρμογής 
 
4.1. Το φαινόμενο των βιολογικών εισβολών και 
η προσαρμογή των εισαγόμενων ειδών στα νέα 
οικοσυστήματα: μία πολυσήμαντη σχέση
4.1.α. Οι συστηματικές δυνάμεις της επιλογής και ο ρόλος 
τους στην εξέλιξη μίας βιολογικής εισβολής
Τα εισαγόμενα είδη συχνά παρουσιάζουν μεταβολές 
στο γενετικό τους υπόβαθρο, στην πληθυσμιακή τους 
δομή και στους φαινοτυπικούς τους χαρακτήρες, 
καθώς διαφοροποιείται το πρότυπο της επιλογικής 
πίεσης μεταξύ της περιοχής προέλευσης του είδους 
και της νέας περιοχής εισαγωγής τους. Όλες οι 
παραπάνω μεταβολές στην ουσία αντανακλούν τις 
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διαδραστικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ της πρότερης 
εξελικτικής ιστορίας των ειδών, των στοχαστικών 
γεγονότων, καθώς και του συστηματικού φαινομένου 
της επιλογής (Keller and Taylor, 2008). Προφανώς, 
το ζήτημα του διαχωρισμού της συνεισφοράς της 
επιλογικής πίεσης στη διαμόρφωση του νέου γενετικού 
προφίλ των εισβαλλόντων οργανισμών από την 
αντίστοιχη συνεισφορά των τυχαίων γεγονότων και 
της πρότερης εξελικτικής τους ιστορίας, πάντα αποτελεί 
μία σημαντική πρόκληση (Bossdorf et al., 2005). Για 
όλους τους παραπάνω λόγους οι εισβολές των ειδών 
αναγνωρίζονται ως βιολογικά φαινόμενα κατάλληλα 
για τη μελέτη των προσαρμοστικών διεξόδων που τα 
είδη αναπτύσσουν κατά τη διάρκεια της εξάπλωσής 
τους στα νέα περιβάλλοντα (Baker and Stebbins, 1965; 
Sakai et al., 2001; Lee, 2002).   
Καταρχάς, η αποίκιση ενός εισβάλλοντος πληθυσμού 
σε ένα νέο οικοσύστημα φαίνεται να διευκολύνεται 
από τη φαινοτυπική πλαστικότητα του είδους, με τις 
επιλογικές διεργασίες να κερδίζουν σταδιακά έδαφος 
κατά την εξέλιξη της εισβολής (Richards et al., 2006). 
Η περαιτέρω ικανότητα του εισβάλλοντος είδους να 
αποκρίνεται στην πίεση των επιλογικών δυνάμεων 
του νέου του περιβάλλοντος, αποτελεί καθοριστικής 
σημασία γεγονός, αναφορικά με την επιτυχή έκβαση της 
ίδιας της εισβολής (Sakai et al., 2001; Lee, 2002). 
Στην περίπτωση που συμβαίνουν επαναλαμβανόμενες 
εισαγωγές σε ένα νέο περιβάλλον, είναι δυνατόν να 
προκύψουν γενετικές προσμίξεις στον εισαγόμενο 
πληθυσμό. Αυτές οι γενετικές προσμίξεις μπορούν 
να επηρεάσουν με άμεσο τρόπο τις προσαρμοστικές 
διαδικασίες που λαμβάνουν χώρα κατά την εγκαθίδρυση 
του μεταπληθυσμού. Και αυτό διότι η μίξη των 
απομονωμένων, μέχρι πρότινος, γενετικών δεξαμενών 
είναι δυνατόν να οδηγήσει σε νέους συνδυασμούς 
γονοτύπων, οι οποίοι απουσιάζουν από την περιοχή 
προέλευσης του εισαγόμενου είδους (de la Vega et al., 
1991; Ellstrand and Schierenbeck, 2000; Lavergne and 
Molofsky, 2007). Αυτού του είδους η συνύπαρξη στον 
ίδιο εισβάλλοντα πληθυσμό, ατόμων από γενετικά 
διακριτές πηγές της περιοχής προέλευσης του, μπορεί 
πιθανότατα να προκαλέσει την αύξηση της γενετικής 
ποικιλομορφίας του ενισχύοντας έτσι την απόκρισή του 
στις νέες - τοπικού χαρακτήρα - επιλογικές πιέσεις (No-
vak and Mack, 2005).    
4.1.β. Επίπεδα απόκρισης των ειδών που εισάγονται σε νέα 
οικοσυστήματα
Οι οργανισμοί που εισβάλουν σε νέα οικοσυστήματα 
εμφανίζουν διαφορετικά επίπεδα απόκρισης στις 
καινοφανείς γι’ αυτούς περιβαλλοντικές προκλήσεις 
(Hansen et al., 2012). Έτσι, βραχυπρόθεσμα, είναι 
δυνατόν να εγκλιματιστούν στις μεταβολές των 
οικοσυστημάτων μέσω της φαινοτυπικής πλαστικότητάς 
τους, δηλαδή εκφράζοντας ιδιαίτερους χαρακτήρες που 
αποκρίνονται στις συγκεκριμένες κάθε φορά συνθήκες. 
Μεσοπρόθεσμα, σε ένα δεύτερο επίπεδο απόκρισης, 
οι εισβάλλοντες οργανισμοί  προσπαθούν κατά την 
εξάπλωσή τους να βρεθούν σε περισσότερο ευνοϊκές 
γι’ αυτούς οικοθέσεις. Όσο πιο κατακερματισμένα είναι 
τα οικοσυστήματα (ως συνέπεια των οχλήσεων που 
απορρέουν από τις ανθρώπινες δραστηριότητες) τόσο 
μικραίνουν οι πιθανότητες να βρεθεί ο εισαγόμενος 
οργανισμός σε ένα νέο ευνοϊκότερο γι’ αυτόν 
περιβάλλον (Ronce, 2007). Τέλος, μακροπρόθεσμα, ένα 
τρίτο, βαθύτερο επίπεδο απόκρισης των εισβαλλόντων 
οργανισμών στις συνθήκες των οικοσυστημάτων στα 
οποία εξαπλώνονται, λαμβάνει χώρα μέσω της φυσικής 
επιλογής που συντελείται πάνω στο γενετικό δυναμικό 
τους, οδηγώντας τους τελικά στο να προσαρμοστούν σ’ 
αυτές τις νέες συνθήκες. 
4.1.γ. Η παρακολούθηση των προσαρμοστικών αποκρίσεων 
των εισβαλλόντων οργανισμών 
Η παρακολούθηση των προσαρμοστικών αποκρίσεων 
των πληθυσμών των διαφόρων οργανισμών που 
εισάγονται σε νέα οικοσυστήματα απαιτεί το στενό 
έλεγχό τους μέσω της διενέργειας διαχρονικών 
δειγματοληπτικών πράξεων και της συνακόλουθης 
ανάλυσης αυτών των δειγμάτων. Η αναλυτική 
προσέγγιση μπορεί να αφορά είτε τη μελέτη των 
μεταβολών των φαινοτυπικών χαρακτήρων των 
οργανισμών (από  τη  σκοπιά της γενετικής των 
ποσοτικών χαρακτήρων) είτε τη μελέτη των μεταβολών 
διαφόρων μοριακών δεικτών, πυρηνικών και 
εξωπυρηνικών (από τη σκοπιά της μοριακής γενετικής) 
(Byars et al., 2007; Jensen et al., 2008; Riba et al., 2009).
Παρακολούθηση φαινοτυπικών χαρακτήρων
Η πορεία της εξελικτικής προσαρμογής ενός 
εισαγόμενου σε ένα νέο οικοσύστημα πληθυσμού 
μπορεί να αποσαφηνιστεί με τη μελέτη των μεταβολών 
που παρουσιάζει η κατανομή των φαινοτυπικών 
χαρακτήρων που έχουν γενετική βάση. Οι παραπάνω 
φαινοτυπικοί χαρακτήρες έχουν σε γενικές γραμμές 
πολυγονιδιακό υπόβαθρο και μπορούν να αναλυθούν 
με τη χρήση των μεθόδων της γενετικής των ποσοτικών 
χαρακτήρων (Lynch and Walsh, 1998). Η θεωρία της 
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γενετικής των ποσοτικών χαρακτήρων δίνει το βασικό 
γνωστικό πλαίσιο για την ανάλυση της πιθανής 
απόκρισης ενός φαινοτυπικού χαρακτήρα στις δυνάμεις 
επιλογής και περιγράφεται από την ακόλουθη εξίσωση: 
R = h2 S
όπου το R είναι η απόκριση του φαινοτυπικού 
χαρακτήρα στις επιλογικές δυνάμεις, h2 ο συντελεστής 
κληρονομησιμότητας του φαινοτυπικού χαρακτήρα και 
S ο διαφορικός συντελεστής επιλογής του φαινοτυπικού 
χαρακτήρα. Από την προηγούμενη εξίσωση προκύπτει 
ότι αν και οι δύο συντελεστές h2 και S είναι διάφοροι του 
μηδενός, τότε η φαινοτυπική κατανομή του ποσοτικού 
χαρακτήρα θα μεταβάλλεται βάσει της απόκρισης του 
τελευταίου στις επιλογικές δυνάμεις.
Η γενετική των ποσοτικών χαρακτήρων μπορεί πράγματι 
να βρει πεδίο εφαρμογής στη βιολογία των εισβολών. 
Και αυτό διότι η παρακολούθηση των μεταβολών που 
παρουσιάζουν οι κατανομές αυτών των φαινοτυπικών 
χαρακτήρων, μεταξύ της περιοχής προέλευσης ενός 
πληθυσμού και της περιοχής όπου αυτός εισάγεται, 
μπορεί να βοηθήσει σημαντικά στη διάκριση μεταξύ 
στοχαστικών φαινομένων και επιλογικών διεργασιών 
που λαμβάνουν χώρα κατά την εξέλιξη μιας βιολογικής 
εισβολής. Όμως, ένα βασικό πρόβλημα που δυσχεραίνει 
την προσπάθεια της παραπάνω διάκρισης έχει να 
κάνει με το γεγονός ότι μία βιολογική εισβολή είναι, 
εκ φύσεως, ένα φαινόμενο το οποίο συνοδεύεται από 
μεγάλες μεταβολές στη δημογραφία ενός πληθυσμού. 
Πράγματι, αυτές οι δημογραφικές εκτροπές είναι που 
καθιστούν τα ιστορικά γεγονότα και τις στοχαστικές 
διεργασίες ως βασικούς ρυθμιστές των μεταβολών 
των κατανομών των φαινοτυπικών χαρακτήρων. 
Έτσι, τα φαινόμενα γενετικής στενωπού που τυχόν 
αντιμετωπίζει ένα εισαγόμενο σε ένα νέο οικοσύστημα 
είδος, φαίνεται να οδηγούν σε μείωση των επιπέδων 
της φαινοτυπικής του ποικιλομορφίας (Bossdorf et 
al., 2005). Επίσης, άλλες μεταβολές στη δημογραφία 
ενός εισβάλλοντος πληθυσμού, όπως φαινόμενα 
ιδρυτικής αρχής (Eckert et al., 1996; Cabe, 1998; Kliber 
and Eckert, 2005; Taylor and Keller, 2007), πολλαπλές 
εισβολές και γενετικές προσμίξεις (Collins et al., 2002; 
Kolbe et al., 2004; Lavergne and Molofsky, 2007), 
φαίνεται να είναι εξίσου υπεύθυνες για αλλαγές στα 
επίπεδα της φαινοτυπικής ποικιλομορφίας κατά την 
εξέλιξη μιας εισβολής (Roman and Darling, 2007; Dlu-
gosch and Parker, 2008). Συνοψίζοντας, προκύπτει 
ότι οι προαναφερθείσες δημογραφικές εκτροπές που 
πιθανότατα συμβαίνουν κατά τη διάρκεια μιας εισβολής, 
μπορούν να δημιουργήσουν ένα μεταπληθυσμό στην 
περιοχή εισαγωγής που θα έχει ένα φαινοτυπικό 
προφίλ το οποίο δεν θα αντιπροσωπεύει αυτό του 
πληθυσμού της περιοχής προέλευσης. Πάντως, αρκετές 
από τις δυσκολίες με τις οποίες έρχεται αντιμέτωπη 
η γενετική των ποσοτικών χαρακτήρων μπορούν 
να υπερκεραστούν. Αυτό οφείλεται στην ανάπτυξη 
μοριακών τεχνικών που παρέχουν αφενός τη δυνατότητα 
εύκολης γενετικής σύγκρισης μεταξύ του πληθυσμού 
προέλευσης μιας εισβολής και του εισαγόμενου στο νέο 
περιβάλλον πληθυσμού και αφετέρου υψηλή ευκρίνεια 
αποτελεσμάτων (Keller and Taylor, 2008).     
 
Έλεγχος της πιθανότητας άσκησης επιλογικών δυνάμεων 
πάνω στους φαινοτυπικούς χαρακτήρες των εισαγόμενων 
ειδών (σύγκριση ποσοτικών δεικτών [QST] και ουδέτερων 
μοριακών δεικτών [FST])
Η δράση τόσο των στοχαστικών γεγονότων που 
πλαισιώνουν μία βιολογική εισβολή όσο και των 
καταγεγραμμένων - σε κάποιες περιπτώσεις - ιστορικών 
διαδρομών της, μπορεί να διαχωριστεί από αυτή των 
συστηματικών επιλογικών δυνάμεων, ενσωματώνοντας 
τη μοριακή ποικιλότητα ουδέτερων μοριακών δεικτών 
του εισβάλλοντος είδους σε πειραματικούς σχεδιασμούς 
που ελέγχουν τη φαινοτυπική του ποικιλότητα.       
Η βάση της παραπάνω προσέγγισης αποτελεί έναν 
ευρύτατα διαδεδομένο τρόπο διαχωρισμού των 
φαινοτυπικών αλλαγών που οφείλονται σε στοχαστικά 
συμβάντα, σε σχέση με αυτές που προωθούνται από το 
συστηματικό φαινόμενο της επιλογής. Συγκεκριμένα, 
ο πληθυσμός αποτελεί τη μονάδα σύγκρισης της 
γενετικής ποικιλότητας ουδέτερων γενετικών του 
τόπων (FST), αναφορικά με τη φαινοτυπική ποικιλότητα 
(QST) που παρουσιάζει. Ο δείκτης FST, ο οποίος 
υπολογίζεται από ουδέτερους μοριακούς δείκτες που 
κατανέμονται σε όλο το γονιδίωμα, εκτιμά το άθροισμα 
των δημογραφικών διεργασιών που συνεισφέρουν 
στη διαμόρφωση της ποικιλότητας, όπως ιδρυτικά 
φαινόμενα και τυχαία γενετική παρέκκλιση, ενώ είναι 
λιγότερο επηρεασμένος από τη φυσική επιλογή. 
Αντίθετα, ο δείκτης QST συνοψίζει  την ποικιλότητα 
εκείνων των γενετικών τόπων που εμπλέκονται στην 
φαινοτυπική έκφραση συγκεκριμένων χαρακτήρων και 
επηρεάζεται τόσο από δημογραφικά γεγονότα όσο και 
από τις δυνάμεις της φυσικής επιλογής. Ακριβώς επειδή 
αυτή η σύγκριση των δεικτών QST και FST βασίζεται σε 
συχνότητες, μπορεί να εφαρμοστεί με επιτυχία για 
διάφορα ισχύοντα σενάρια δημογραφικών μεταβολών 
και γενετικών προσμίξεων που καταγράφονται κατά 
τη διάρκεια επαναλαμβανόμενων εισαγωγών από 
γενετικώς διαφοροποιημένους πληθυσμούς της 
περιοχής προέλευσης του εξωτικού είδους (Keller and 
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Taylor, 2008; Hansen et al., 2012). 
Εάν οι ποσοτικοί χαρακτήρες εξελίσσονται ουδέτερα, 
τότε η διακύμανσή τους θα πλησιάζει αυτή των 
ουδέτερων δεικτών και συνεπώς οι δείκτες  QST και 
FST θα είναι περίπου ταυτόσημοι (QST ≈ FST). Ως εκ 
τούτου, όταν ισχύει η ανίσωση QST › FST  υπάρχει 
ένδειξη προσαρμοστικής εξέλιξης των φαινοτυπικών 
χαρακτήρων που εξετάζονται, ενώ όταν ισχύει η ανίσωση 
QST< FST  υποδηλώνεται ένα ιστορικό απομάκρυνσης 
φαινοτύπων οι οποίοι αποκλίνουν από την άριστη τιμή 
αρμοστικότητας (Merilä and Crnokrak 2001; McKay and 
Latta 2002; Leinonen et al., 2008).
Παρακολούθηση μοριακών δεικτών
Στην απλούστερη περίπτωση βιολογικής εισβολής, 
που η περιοχή προέλευσης περιλαμβάνει ένα και μόνο 
πληθυσμό, αυτός είναι δυνατόν να αντιπροσωπευθεί 
περισσότερο ισόρροπα στον μεταπληθυσμό που 
θα εγκαθιδρυθεί στο νέο οικοσύστημα εισαγωγής. 
Ωστόσο, σε μια περισσότερο σύνθετη περίπτωση, 
κατά την οποία στην περιοχή προέλευσης τους είδους 
υπάρχουν γενετικά διαφοροποιημένοι υποπληθυσμοί 
και η εκπροσώπησή τους στην περιοχή εισαγωγής 
λαμβάνει χώρα μη αντιπροσωπευτικά, δημιουργούνται 
γενετικές διαφοροποιήσεις οι οποίες οφείλονται 
στον τυχαίο τρόπο αντιπροσώπευσης. Αυτή η 
πλευρά της βιολογικής πραγματικότητας που μόλις 
περιγράφηκε, δημιουργεί με τυχαίο τρόπο τις γενετικές 
διαφοροποιήσεις μεταξύ των πληθυσμών προέλευσης 
και εισαγωγής ενός εξωτικού είδους. Μία άλλη πλευρά 
της βιολογικής πραγματικότητας, που επίσης προωθεί 
γενετικές διαφορές μεταξύ των πληθυσμών προέλευσης 
-εισαγωγής ενός εξωτικού είδους, σχετίζεται με 
τα προσαρμοστικά διέξοδα που καλείται να βρει ο 
εισαγόμενος πληθυσμός στο νέο του περιβάλλον. Αυτού 
του είδους οι αλλαγές ωθούνται από τις ντετερμινιστικές 
διαδικασίες της φυσικής επιλογής. 
Η ιδέα του διαχωρισμού των στοχαστικών από τις 
συστηματικές διεργασίες, οι οποίες καθορίζουν το 
πλαίσιο των γενετικών αλλαγών που συμβαίνουν κατά 
τη διάρκεια μιας εισβολής, αποτελεί ένα θέμα μείζονος 
ενδιαφέροντος που μπορεί να προσφέρει σημαντικά 
στην κατανόηση των εξελικτικών διεργασιών των 
ειδών. Ο συγκεκριμένος στόχος μπορεί να υπηρετηθεί 
με επιτυχία, με τη βοήθεια της μοριακής γενετικής και 
των μοριακών τεχνικών που την υποστηρίζουν. Προς 
αυτή την κατεύθυνση είναι χρήσιμη η ευθεία γενετική 
σύγκριση μεταξύ των πληθυσμών των εισβολέων-
απογόνων, με τους προγονικούς τους πληθυσμούς που 
βρίσκονται στις περιοχές προέλευσης του είδους. Οι 
επιλογές, αναφορικά με το είδος των «ουδέτερων» ή «μη» 
αλληλουχιών DNA που μπορούν να χρησιμοποιηθούν, 
είναι δύο:
α) Η χρήση γενετικών τόπων που κωδικοποιούν 
γονίδια, όπως αυτά του μείζονος συμπλέγματος 
ιστοσυμβατότητας (Major Histocompatibility Complex 
[MHC]) που εμπλέκονται στις ανοσολογικές αποκρίσεις 
των οργανισμών (Bernatchez and Landry, 2003), τα 
γονίδια πρωτεϊνών που σχετίζονται με την απόκριση 
των οργανισμών σε καταστάσεις θερμικού στρες (Heat 
shock protein [Hsp]) (Sorensen et al., 2003) ή τα κιρκαδικά 
γονίδια που επηρεάζουν φαινολογικούς χαρακτήρες των 
οργανισμών (Liedvogel et al., 2009; Jimenez et al., 2010).
β) Μία εναλλακτική προσέγγιση μπορεί να είναι η 
χρήση ουδέτερα εξελισσόμενων αλληλουχιών DNA ή 
άλλων ουδέτερα εξελισσόμενων μοριακών δεικτών που 
απαντώνται σε γενετικά, οικολογικά και γεωγραφικά 
διαφοροποιημένους πληθυσμούς (Storz, 2005). Τέτοιοι 
για παράδειγμα είναι οι δείκτες μικροδορυφορικού 
DNA. Καθόσον οι παραπάνω ουδέτεροι δείκτες δεν είναι 
πιθανοί στόχοι των ντετερμινιστικών δυνάμενων της 
φυσικής επιλογής, πάντα υπό το πρίσμα της θεωρίας 
της ουδετερότητας, μόνο η πιθανή στενή γενετική 
σύνδεσή τους με άλλους γενετικούς τόπους που δεν 
εξελίσσονται ουδέτερα θα μπορούσε να αιτιολογήσει 
την άσκηση επιλογικής πίεσης πάνω τους (φαινόμενο 
οτοστόπ [hitch-hiking]). Αυτή η κατά συνθήκη 
επιλογή των ουδέτερων δεικτών είναι που μπορεί να 
οδηγήσει, αντίστοιχα, σε μία κατά συνθήκη μείωση 
της ποικιλότητάς τους στους πληθυσμούς (φαινόμενο 
επιλογικής σάρωσης [selective sweep]) (Cavalli-Sforza, 
1966; Lewontin and Krakauer, 1973; Schlötterer, 2002; 
Chen et al., 2010). Πράγματι, η ανίχνευση σημαντικών 
αποκλίσεων των προτύπων ποικιλομορφίας τέτοιων 
δεικτών, σε σχέση με αυτά που αναμένονται υπό τις 
συνθήκες ισχύος της ουδετερότητας, παρέχουν τη 
σοβαρότερη ένδειξη επιλογής τους.
Έλεγχος της πιθανότητας άσκησης επιλογικών δυνάμεων 
πάνω στους μοριακούς γενετικούς δείκτες των εισαγόμενων 
ειδών 
Η παρακολούθηση των προσαρμοστικών αλλαγών 
που συμβαίνουν στο μοριακό-γενετικό επίπεδο ενός 
εξωτικού είδους εμπλέκει διαδικασίες ελέγχου της 
πιθανής άσκησης επιλογικών δυνάμεων σε ουδέτερα και 
μη-ουδέτερα εξελισσόμενα τμήματα του γονιδιώματος 
των οργανισμών. Αφορά δε όλη τη χρονική κλίμακα 
που καθορίζει το πλαίσιο μιας εισβολής, πάντα σε 
σχέση με τους πληθυσμούς της περιοχής προέλευσης 
του εξωτικού είδους. Αυτή η άμεση γενετική σύγκριση, 
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μεταξύ των πληθυσμών του εισβάλλοντος είδους με τους 
προγονικούς πληθυσμούς των περιοχών προέλευσής 
του, είναι απαραίτητη ως το μόνο μέσο διασύνδεσης 
των εισαγόμενων σ’ ένα νέο περιβάλλον γονοτύπων με 
αυτούς των προγονικών γονιδιακών τους δεξαμενών. 
Παρόλο που αυτή η πρακτική χρησιμοποιείται κυρίως 
για τον προσδιορισμό στοιχείων που σχετίζονται με το 
χαρακτήρα, τη δομή και τη βιολογία ενός εισαγόμενου 
είδους, είναι καλά προσαρμοσμένη και σε θέματα που 
άπτονται της προσαρμοστικής εξέλιξής του (Maron et 
al., 2004; Maron et al., 2007; Kliber and Eckert, 2005; 
Kolbe et al., 2007).
Η ένταξη των μη-ουδέτερα εξελισσόμενων μοριακών 
δεικτών στην προσπάθεια παρακολούθησης 
των διεργασιών της προσαρμοστικής εξέλιξης 
ενός εισαγόμενου είδους μπορεί να παράσχει μια 
ολοκληρωμένη και στοιχειοθετημένη πληροφόρηση 
σε σχέση με αυτές τις διεργασίες. Πράγματι, οι δείκτες 
αυτοί παράγουν ιστορικώς ταξινομημένα αλληλόμορφα 
και γενικώς είναι λιγότερο επιρρεπείς σε ομοπλασίες σε 
σχέση με τους ουδέτερους δείκτες. Ωστόσο, ένας βασικός 
παράγοντας που συχνά μπορεί να περιορίσει το βάθος 
της ανάλυσης, αφορά την πιθανότητα ύπαρξης ενός 
μικρού ρυθμού μεταλλαξιγένεσης αυτών των δεικτών, 
ο οποίος φυσικά αντανακλάται στα χαμηλά επίπεδα του 
ανιχνευόμενου πολυμορφισμού τους (Keller and Taylor, 
2008).
Μία άλλη θεώρηση που αφορά την προσπάθεια 
παρακολούθησης της άσκησης επιλογικών δυνάμεων 
στους πληθυσμούς ενός εισαγόμενου είδους, έχει να 
κάνει με τη χρήση ουδέτερα εξελισσόμενων μοριακών 
δεκτών. Αυτοί οι δείκτες είναι ιδανικοί για τη δημιουργία 
υψηλών επιπέδων πολυμορφισμού στη δεξαμενή 
των εισαγόμενων γονοτύπων ενός μεταπληθυσμού, 
παρέχοντας μία ευελιξία στο πεδίο των αναλύσεων, 
ιδιαίτερα κάτω από τις συνθήκες των δημογραφικών 
εκτροπών που συνοδεύουν μια βιολογική εισβολή 
(Davies et al., 1999). Επιπλέον, η διαθεσιμότητα για 
τους περισσότερους οργανισμούς ενός πολύ μεγάλου 
αριθμού ουδέτερων δεικτών μειώνει σημαντικά την 
πιθανότητα σφάλματος και καθιστά περισσότερο 
ακριβή τον εντοπισμό της χρωμοσωμικής περιοχής που 
βρίσκεται υπό την επίδραση των δυνάμεων της φυσικής 
επιλογής (Nielsen, 2005; Wiehe et al., 2007; Mäkinen et 
al., 2008). Μία από τις πλέον χρησιμοποιούμενες δοκιμές, 
που έχουν τη δυνατότητα να καταδείξουν την ύπαρξη 
Πίνακας 1. Το φαινόμενο της επιλογικής σάρωσης στην υπηρεσία της παρακολούθησης τής προσαρμοστικής εξέλιξης των ειδών. 
Kauer et al., 2003; Marshall 
and Weiss, 2006
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ντετερμινιστικών δυνάμεων πάνω στους ουδέτερους 
δείκτες της γενετικής δεξαμενής ενός πληθυσμού, είναι 
η πιθανή ανίχνευση φαινομένων επιλογικής σάρωσης. 
Η βασική αρχή της μεθόδου αυτής, οι προϋποθέσεις για 
την εφαρμογή της, καθώς και τα πιθανά προβλήματα 
που απορρέουν απ’ αυτή, συνοψίζονται στον Πίνακα 1 
(Hansen et al., 2012).
Χαρακτηριστικό είναι το παράδειγμα της διερεύνησης 
προσαρμοστικών διεργασιών σε παράκτιους 
πληθυσμούς τσιπούρας Sparus aurata (Perciformes: 
Sparidae), των οποίων η πρόσφατη προς βορρά 
επέκταση συνδέεται με την κλιματική αλλαγή. Η μελέτη 
αφορά τέσσερις πληθυσμούς παράκτιων ατλαντικών 
περιοχών, της Ισπανίας, της Πορτογαλίας, της Γαλλίας 
και της Νότιας Ιρλανδίας. Οι συγκεκριμένοι πληθυσμοί 
αναλύθηκαν γενετικά με τη βοήθεια μιας σειράς 
ουδέτερων και μη-ουδέτερων εξελικτικά δεικτών, 
συμπεριλαμβανομένων 15 μικροδορυφορικών, 23 EST 
(Expressed Sequence Tag) δεικτών, καθώς και ενός 
τμήματος της περιοχής ελέγχου (control region) του 
μιτοχονδριακού γονιδιώματος (mtDNA) του οργανισμού. 
Σύμφωνα με τη δοκιμή Ln(RH), 2 από τους συνολικά 15 
ουδέτερους μικροδορυφορικούς δείκτες έφεραν ισχυρές 
ενδείξεις επιλογής, ιδίως του νεοϊδρυθέντος Ιρλανδικού 
πληθυσμού (Coscia et al., 2012).
Αυτό το οποίο πρέπει να αναφερθεί είναι ότι ο αριθμός 
των ιδρυτικών ατόμων ενός εισβάλλοντος είδους, 
που σχετίζεται άμεσα με το βαθμό της γενετικής 
εκπροσώπησης των πληθυσμών της περιοχής 
προέλευσης της εισβολής, είναι σημαντικός για την 
εκτίμηση τόσο της δυναμικής της εισβολής όσο και 
για την παρακολούθηση των οικολογικών και των 
εξελικτικών προσαρμοστικών διεργασιών της.    
4.2. Η γενετική προσαρμογή των πληθυσμών που 
εκτρέφονται σε συνθήκες περιορισμού
4.2.α. Γενικά
Η πρακτική της εκτροφής ειδών σε συνθήκες περιορισμού 
μπορεί να αφορά είτε τη διατήρηση απειλούμενων προς 
εξαφάνιση οργανισμών είτε προγράμματα διαχείρισης 
παρασίτων γεωργικού ή υγειονομικού ενδιαφέροντος 
(π.χ. προγράμματα μαζικής εκτροφής βιολογικών 
εχθρών διαφόρων παρασίτων, προγράμματα 
εφαρμογής της Τεχνικής Στείρων Εντόμων κ.ά.) είτε 
ακόμη την εκτροφή μιας πληθώρας οργανισμών για 
εργαστηριακές και άλλες ερευνητικές ανάγκες. Κατά τη 
διάρκεια αυτής της πρακτικής μπορεί να εμφανίζονται 
γενετικές αλλαγές σε βαθμό που να αλλοιώνουν τόσο το 
γενετικό χαρακτήρα των εκτρεφόμενων σε αιχμαλωσία 
οργανισμών, ώστε να μειώνεται σημαντικά η ικανότητά 
τους να επαναεισαχθούν επιτυχώς στο φυσικό τους 
περιβάλλον (Swinnerton et al., 2004; Araki et al., 2007b; 
Hedrick and Fredrickson, 2008; Frankham, 2008).
Τέσσερις διαφορετικοί τύποι επιβλαβών γενετικών 
αλλαγών είναι δυνατόν να επηρεάσουν αυτού του είδους 
τους πληθυσμούς. Αυτές μπορεί είναι: η απώλεια μέρους 
της γενετικής ποικιλότητάς τους, ο ομομεικτικός τους 
υποβιβασμός, η συσσώρευση νέων - ήπια επιβλαβών - 
μεταλλάξεων (Bryant and Reed, 1999; Charpentier et al., 
2005; Xu et al., 2007) και τέλος η γενετική προσαρμογή 
τους στις συνθήκες αιχμαλωσίας (Frankham et al., 2002). 
Οι τρεις πρώτες σχετίζονται με τη φύση των κλειστών 
συστημάτων μαζικής εκτροφής. Ωστόσο, η τελευταία 
αφορά την ύπαρξη επιλογικών πιέσεων, φυσικών και 
τεχνητών, που ασκούν τα ελεγχόμενα περιβάλλοντα 
στα οποία διαβιούν οι οργανισμοί σε αιχμαλωσία (Ar-
nold, 1995).
Η έκταση της γενετικής προσαρμογής των οργανισμών 
σε αιχμαλωσία μπορεί να είναι πολύ εντυπωσιακή. Για 
παράδειγμα, ένας μαζικά εκτρεφόμενος πληθυσμός του 
αγρίου τύπου αρουραίου Rattus norvegicus, μετά από 25 
γενεές σε συνθήκες αιχμαλωσίας, έδειξε μία πρωιμότερη 
σεξουαλική ωρίμανση των ατόμων του κατά 55%, έναν 
υπερδιπλασιασμό της διάρκειας της αναπαραγωγικής 
του ζωής, ένα σχεδόν τριπλασιασμό του αριθμού 
των γεννήσεων, μία μείωση της στειρότητας των 
θηλυκών ατόμων από 35% σε 0%, μία αξιοσημείωτη 
αύξηση της υπακοής του και μία βελτιωμένη παροχή 
μητρικής φροντίδας από τα ενήλικα θηλυκά προς 
τα νεογνά του πληθυσμού (King, 1939). Επίσης, έχει 
αναφερθεί ότι σε εργαστηριακές εκτροφές της D. me-
lanogaster παρατηρήθηκε ένας τριπλασιασμός της 
αναπαραγωγικής επιτυχίας του δίπτερου μέσα σε 84 
γενιές και ένας διπλασιασμός της αρμοστικότητάς του 
μέσα σε μόλις 8 γενεές (Frankham and Loebel, 1992; Gil-
ligan et al., 2003).
4.2.β. Η γενετική βάση της προσαρμογής των πληθυσμών 
που βρίσκονται σε συνθήκες αιχμαλωσίας
Η γνώση της γενετικής βάσης της προσαρμογής των 
πληθυσμών που ζουν σε αιχμαλωσία βοηθά στη χάραξη 
εκείνων των στρατηγικών που θα ελαχιστοποιήσουν τις 
βλαπτικές συνέπειές της (Frankham, 2008). Ο βαθμός 
των αλλαγών που προκαλούνται στο γενετικό επίπεδο 
από τη δράση της φυσικής ή τεχνητής επιλογής, δράση 
που συνδέεται άμεσα με τις ελεγχόμενες συνθήκες 
αιχμαλωσίας, καθορίζει και το βαθμό επιτυχίας ενός 
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μαζικά εκτρεφόμενου πληθυσμού. Η ποσοτικοποίηση 
αυτών των γενετικών αλλαγών βοηθείται σημαντικά 
από τις προοπτικές που δίνει η ανάπτυξη της μοριακής 
γενετικής. 
Όσον αφορά έρευνες που έχουν πραγματοποιηθεί 
σε πληθυσμούς που βρίσκονται σε αιχμαλωσία, 
ένας μεγάλος αριθμός στοιχείων υποδεικνύει ότι ο 
μηχανισμός διατήρησης της γενετικής ποικιλομορφίας 
ο οποίος οφείλεται στην υπερεπικράτηση (ή αλλιώς 
ετέρωση*), εμφανίζεται σε λίγους γενετικούς τόπους 
(Charlesworth and Hughes, 2000; Swanson-Wag-
ner et al., 2006). Επιπλέον, ένας άλλος επιλογικός 
μηχανισμός διατήρησης της γενετικής ποικιλότητας, 
ο οποίος εξαρτάται από τη συχνότητα και ευνοεί τον 
σπάνιο γονότυπο, είναι ασυνήθιστος στους παραπάνω 
πληθυσμούς (Dolan and Robertson, 1975).
Δεδομένου ότι η γενετική προσαρμογή των πληθυσμών 
που εκτρέφονται σε συνθήκες περιορισμού φαίνεται να 
αποβαίνει εξαιρετικά επιβλαβής στην περίπτωση που 
αυτοί επαναεισαχθούν στο φυσικό τους περιβάλλον, 
τα αλληλόμορφα που ήταν σπάνια ή και επιβλαβή στη 
φύση αλλά που ευνοούνται σε συνθήκες αιχμαλωσίας, 
αναμένεται να αποτελέσουν την κύρια πλατφόρμα 
αυτής της ίδιας της γενετικής προσαρμογής τους. 
Ένα εντυπωσιακό παράδειγμα που υποστηρίζει το 
προαναφερθέν σενάριο σχετίζεται με τα πειραματικά 
ευρήματα που αφορούν την αύξηση της συχνότητας 
ενός αλληλομόρφου της αλκοολικής δεϋδρογονάσης 
στο δάκο της ελιάς (Zouros et al., 1982). Ακόμα, 
για παράδειγμα, έχει αναφερθεί ότι ένα σπάνιο 
αλληλόμορφο της α-φωσφορικής γλυκερόλης στο 
έντομο Cochliomyia hominivorax (Diptera: Calliphoridae) 
παρουσίασε σημαντική αύξηση της συχνότητάς του σε 
συνθήκες αιχμαλωσίας, κάτι που τελικά οδήγησε σε 
μείωση της αρμοστικότητας του μαζικά εκτρεφόμενου 
πληθυσμού του εντόμου εξαιτίας της σύνδεσης του 
συγκεκριμένου αλληλομόρφου με τον περιορισμού της 
πτητικής του ικανότητας (Bush et al., 1976).
*η   ετέρωση   αναφέρεται στη προσαρμοστική 
ανωτερότητα (υπερκυριαρχία) που παρουσιάζει ο 
ετεροζυγώτης, σε σχέση με αυτή των αντίστοιχων 
ομοζυγωτών, ως  προς έναν ή περισσότερους χαρακτήρες. 
Ο μηχανισμός της γονιδιακής δράσης που οδηγεί στην 
ανωτερότητα του ετεροζυγώτη, έχει να κάνει με το 
γεγονός ότι τα δύο αλληλόμορφα του ετεροζυγωτικού 
ατόμου μπορεί να παράξουν δύο πολυπεπτίδια αντί 
του ενός που θα παράξει το ομοζυγωτικό άτομο. Έτσι, 
αν και τα δύο αλληλόμορφα παράγουν πρωτεΐνες 
με διαφορετική λειτουργία και στόχευση στον ίδιο 
οργανισμό, τότε προφανώς ο φορέας και των δύο 
μακρομορίων (δηλαδή το ετεροζυγωτικό άτομο) 
βρίσκεται σε επιλογική οντογενετική ανωτερότητα, 
έναντι του ομοζυγωτικού ατόμου (Πηγή: Αλαχιώτης, 
2007).            
4.2.γ. Παράγοντες οι οποίοι καθορίζουν τη γενετική 
προσαρμογή των πληθυσμών που εκτρέφονται σε συνθήκες 
αιχμαλωσίας 
Η συσσώρευση της γενετικής προσαρμογής (GAt) των 
οργανισμών που βρίσκονται σε συνθήκες περιορισμού 
για t γενεές, μπορεί να προβλεφθεί από την παρακάτω 
εξίσωση (Frankham et al., 2002):
όπου  S είναι ο διαφορικός συντελεστής επιλογής, h2 
είναι ο συντελεστής κληρονομησιμότητας, Ne είναι το 
δραστικό μέγεθος πληθυσμού και t είναι ο αριθμός 
των γενεών που βρίσκονται σε συνθήκες αιχμαλωσίας. 
Η απόκριση της πρώτης γενεάς στις ασκούμενες 
επιλογικές δυνάμεις αντικατοπτρίζεται από το γινόμενο 
της εξίσωσης Sh2. Ο παράγοντας της εξίσωσης μετά το 
Σ αντιπροσωπεύει την απώλεια μέρους της γενετικής 
ποικιλότητας του είδους εξαιτίας στοχαστικών 
φαινομένων. 
Έτσι, σύμφωνα με όλα τα παραπάνω, προβλέπεται ότι η 
γενετική προσαρμογή των πληθυσμών σε αιχμαλωσία 
σχετίζεται θετικά με την ένταση της επιλογής, τη 
γενετική ποικιλότητά τους, το δραστικό μέγεθός τους και 
τέλος με τον αριθμό των γενεών οι οποίες βρίσκονται σε 
συνθήκες περιορισμού. Υπάρχουν εμπειρικά δεδομένα 
διαφόρων ερευνητικών εργασιών που υποστηρίζουν 
τις προηγούμενες προβλέψεις. Πράγματι, το εύρος της 
γενετικής προσαρμογής πληθυσμών σε αιχμαλωσία 
της D. melanogaster φάνηκε να αυξάνεται συνεχώς, 
παράλληλα με τη συνεχή αύξηση του αριθμού των 
γενεών σε αιχμαλωσία, μέχρι ενός πάνω ορίου που 
έφτασε μετά από 80 εργαστηριακές γενιές (Gilligan et 
al., 2003). Ακόμη, η επίδραση του δραστικού μεγέθους 
των πληθυσμών σε αιχμαλωσία στα επίπεδα απόκρισής 
τους στις τεχνητές επιλογικές δυνάμεις του ίδιου του 
περιοριστικού τους περιβάλλοντος, διερευνήθηκε σε 
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διάφορους οργανισμούς μεταξύ των οποίων και η D. me-
lanogaster. Χαρακτηριστικά, σε μία μελέτη συγκρίθηκαν 
4 «μικρές» αποικίες των 160 επιλεγμένων γονέων ανά 
γενεά, με 2 «μεγάλες» αποικίες των 1600 επιλεγμένων 
γονέων ανά γενεά, για συνολικά 65 γενεές. Όλες οι 
αποικίες επιλέχθηκαν κάτω από τις ίδιες συνθήκες για 
την ανθεκτικότητα των ατόμων τους στην έκθεση σε 
ατμούς αιθανόλης (η οποία μετρούνταν σε χρόνο που 
απαιτείται για την αναισθητοποίηση των εντόμων). 
Φάνηκε ότι οι μεγαλύτεροι πληθυσμοί των 2 αποικιών 
έδειξαν σημαντικά μεγαλύτερο ρυθμό γενετικής 
προσαρμογής, συγκριτικά με τους μικρότερους 
πληθυσμούς των 4 αποικιών (Weber and Diggins, 1990). 
Τέλος, το εύρος της γενετικής προσαρμογής πληθυσμών 
δροσόφιλας σε αιχμαλωσία φάνηκε να σχετίζεται 
με τη γενετική ποικιλομορφία τους. Έχει αναφερθεί 
ότι οι ετερόμικτοι πληθυσμοί της D. serrata και της D. 
birchii εμφάνισαν μεγαλύτερους ρυθμούς γενετικής 
προσαρμογής σε σχέση με τους αντίστοιχους καθαρούς 
τους πληθυσμούς, οι οποίοι και παρουσίαζαν μικρότερη 
γενετική ποικιλομορφία (Ayala, 1965 [a,b]).
4.2.δ. Μέτρα που προάγουν την ελαχιστοποίηση των 
επιβλαβών συνεπειών της γενετικής προσαρμογής των 
οργανισμών που βρίσκονται σε συνθήκες περιορισμού
Γενικά
Δεδομένης της γενετικής προσαρμογής των 
πληθυσμών που διαβιούν σε συνθήκες περιορισμού, 
η επαναεισαγωγή τους στο φυσικό τους περιβάλλον 
μπορεί να καθίσταται έως και εξόχως δύσκολη. 
Προκειμένου λοιπόν να ελαχιστοποιηθούν αυτές οι 
δυσκολίες, είναι αναγκαία η ανάπτυξη κατάλληλων 
στρατηγικών διαχείρισης των πληθυσμών που είναι 
σε περιορισμό. Σύμφωνα με την εξίσωση της § 4.2.γ. 
είναι δυνατόν να μειωθούν τα επίπεδα της γενετικής 
προσαρμογής αυτών των πληθυσμών μέσω (Frankham 
and Loebel, 1992): α) της ελαχιστοποίησης των γενεών 
που βρίσκονται σε αιχμαλωσία, β) της ελαχιστοποίησης 
της άσκησης επιλογικών δυνάμεων, γ) της 
ελαχιστοποίησης της γενετικής τους ποικιλότητας και 
δ) της ελαχιστοποίησης του δραστικού τους μεγέθους. 
Επιπλέον, κάτι που επίσης μπορεί να μειώσει τη γενετική 
προσαρμογή των πληθυσμών σε περιορισμό είναι η 
εισαγωγή νέων ατόμων, από τη φύση, προς τα κλειστά 
συστήματα εκτροφής και διατήρησής τους (Frankham, 
1995; Frankham, 2008; Araki et al., 2007a).
Ελαχιστοποίηση του αριθμού των γενεών (t) σε αιχμαλωσία  
Η ελαχιστοποίηση των γενεών (t) που ένας πληθυσμός 
παραμένει σε αιχμαλωσία μειώνει στην ουσία τον 
αριθμό των γενεών πάνω στις οποίες ασκούνται 
επιλογικές δυνάμεις (Williams and Hoffman, 2009). 
Πραγματικά, η κατά το δυνατόν ελαχιστοποίηση του 
χρονικού διαστήματος που ένας πληθυσμός παραμένει 
σε συνθήκες περιορισμού αποτελεί την αμεσότερη 
και καλύτερη μέθοδο η οποία διασφαλίζει την επιτυχή 
επαναεισαγωγή του στο φυσικό του περιβάλλον (Der-
rickson and Snyder, 1992; Miller et al., 1996). Όμως, 
για τους πληθυσμούς που επιβάλλεται να παραμένουν 
σε συνθήκες αιχμαλωσίας για μεγάλα διαστήματα, 
η πρακτική της ελαχιστοποίησης του αριθμού των 
γενεών σε αιχμαλωσία μπορεί να υπηρετηθεί με δύο 
διαφορετικούς τρόπους: 1) με την καθυστέρηση της 
αναπαραγωγής, όπου αυτή είναι εφικτή (Soule et al., 
1986; Sainsbury, 1997; Williams and Hoffman, 2009) 
και 2) με την κρυοσυντήρηση, στην περίπτωση όπου 
έχουν αναπτυχθεί πρωτόκολλα για τους οργανισμούς 
ενδιαφέροντος (Johnston and Lacy, 1995; Leibo and 
Songsasen, 2002; Howard et al., 1981; Saint Jalme et al., 
2003). 
Ελαχιστοποίηση των ασκούμενων επιλογικών δυνάμεων 
(Sh2) στους πληθυσμούς σε αιχμαλωσία
Τρεις τύποι επιλογικών δυνάμεων φαίνεται να δρουν 
πάνω στις γονιδιακές δεξαμενές των πληθυσμών 
που εκτρέφονται σε συνθήκες περιορισμού: α) η 
κατευθυνόμενη τεχνητή επιλογή, της οποίας οι 
κατευθύνσεις επάγονται από τις ελεγχόμενες συνθήκες 
των κλειστών συστημάτων εκτροφής, β) η μη 
κατευθυνόμενη τεχνητή επιλογή, της οποίας η βάση 
σχετίζεται απλά με την ικανότητα μιας γενεάς ατόμων σε 
αιχμαλωσία στο να περάσει τα γονίδιά της στην επόμενη 
και γ) η επιλογή που σχετίζεται με κάποια χαρακτηριστικά 
που απαραιτήτως παρουσιάζουν τα κλειστά συστήματα 
εκτροφής, όπως για παράδειγμα η αφθονία υδατικών 
και διατροφικών πόρων, η έλλειψη θηρευτών, η έλλειψη 
παρασιτοειδών κ.ά. (Arnold, 1995). Οι δυνατότητες που 
παρουσιάζονται προκειμένου να ελαχιστοποιηθούν οι 
επιδράσεις των εμφανιζόμενων επιλογικών δυνάμεων 
στα είδη που διαβιούν περιορισμένα, είναι δύο: 1) η 
χρήση συγκεκριμένων στρατηγικών εκτροφής [κυρίως 
η εξίσωση του μεγέθους των οικογενειών (Equalization 
of Family Sizes [EFS]) των πληθυσμών σε περιορισμό, 
στις περιπτώσεις που αυτό είναι εφικτό. Η συγκεκριμένη 
στρατηγική μειώνει δραστικά την αναπαραγωγική 
διακύμανση μεταξύ των οικογενειών αυτών, αίροντας σε 
μερικό βαθμό την άσκηση επιλογικών δυνάμεων μεταξύ 
τους και περιορίζοντάς τες εντός τους (King, 1965; Al-
lendorf, 1993)] και 2) η δημιουργία ενός περιβάλλοντος 
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που θα προσομοιάζει, κατά το δυνατόν, τις συνθήκες 
του φυσικού ενδιαιτήματός τους (Frankham, 2008). 
Τα οφέλη του κατακερματισμού των πληθυσμών σε 
αιχμαλωσία, οι κίνδυνοι που προκύπτουν από αυτόν και η 
αντιμετώπισή τους  
Η πρακτική του κατακερματισμού ενός πληθυσμού 
που πρόκειται να διατηρηθεί σε συνθήκες περιορισμού 
φαίνεται, αρχικά, να αντιτίθεται στη διατήρηση 
της καλής γενετικής υγείας του. Η διαίρεση ενός 
μεγάλου πληθυσμού, σε αρκετούς υποπληθυσμούς 
μικρότερου μεγέθους, έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση 
τόσο του δραστικού μεγέθους όσο και της γενετικής 
ποικιλομορφίας του (Lacy, 1987). Ωστόσο, οι επιλογικές 
δυνάμεις που οδηγούν το όχημα της γενετικής 
προσαρμογής των πληθυσμών σε αιχμαλωσία δεν 
φαίνεται να είναι τόσο αποτελεσματικές σε πληθυσμούς 
με μικρό δραστικό μέγεθος (Frankham et al., 2002). 
Επιπρόσθετα, καθώς το δραστικό μέγεθος πληθυσμού 
μειώνεται, μειώνεται ταυτοχρόνως και η γενετική 
ποικιλομορφία μέσω της δράσης των στοχαστικών 
διεργασιών της τυχαίας γενετικής παρέκκλισης, γεγονός 
που καθιστά μικρότερη τη γονιδιακή πλατφόρμα 
πάνω στην οποία δρουν οι επιλογικές δυνάμεις, με 
τελικό αποτέλεσμα να είναι μικρότερη η συσσώρευση 
προσαρμοστικών αλλαγών σε επίπεδο πληθυσμού.       
Όμως, οι μικροί πληθυσμοί που εκτρέφονται σε κλειστά 
συστήματα είναι πιθανό να αντιμετωπίσουν ένα 
αυξημένο κίνδυνο κατάρρευσης, λόγω της μείωσης της 
γενετικής τους ποικιλότητας. Ωστόσο, αυτός ο κίνδυνος 
μπορεί να αντισταθμιστεί από τη ροή γονιδίων, εφόσον 
σε αυτόν τον πληθυσμό εισάγεται ένας επαρκής 
αριθμός μεταναστών ανά γενεά ή ανά κάποιες γενεές 
(Vucetich and Waite, 2000). Εντούτοις, μπορεί η 
εισαγωγή μεταναστών να μην είναι πρακτική εξαιτίας 
μιας σειράς καταστάσεων, όπως η δυσκολία εύρεσης 
των ατόμων που θα αποτελέσουν το μεταναστευτικό 
ρεύμα, ο αυξημένος κίνδυνος μεταφοράς επικίνδυνων 
ασθενειών στα άτομα των κλειστών συστημάτων 
εκτροφής ή η ύπαρξη ενός μεγάλου αριθμού διαθέσιμων 
υποπληθυσμών στις εγκαταστάσεις μαζικής εκτροφής 
(Wilson et al., 1994). 
5. Ανάλυση στο πληθυσμιακό επίπεδο 
 
5.α. Η γενετική ποικιλομορφία στους πληθυσμούς: 
η σημασία της και οι παράγοντες
που τη διαμορφώνουν    
 
5.α.1. Γενικά
Για πολλούς αιώνες οι άνθρωποι πίστευαν ότι η 
ποικιλομορφία αφορούσε μόνο τα άτομα ενός 
πληθυσμού. Επίσης, θεωρούσαν ότι οι διαφορετικοί 
χαρακτήρες του ατόμου έτειναν τελικά να μεταβιβάζονται 
αποκλειστικά στο στενό πλαίσιο της οικογένειάς 
του. Ωστόσο, μόνο όταν οι θεωρίες της Μενδελικής 
γενετικής και της φυσικής επιλογής του Δαρβίνου 
συνδιαμόρφωσαν το πλαίσιο της νεοδαρβινικής 
εξελικτικής θεωρίας (τη δεκαετία του 1930), καταβλήθηκε 
η πρώτη σοβαρή προσπάθεια τεκμηρίωσης του ύψους 
της γενετικής ποικιλότητας τόσο εντός όσο και μεταξύ 
των φυσικών πληθυσμών (Hedrick, 2000). Πράγματι, 
η γενετική ποικιλομορφία των πληθυσμών αποτελεί 
τη βάση που καθορίζει τόσο τη γενετική τους σύσταση 
όσο και τη δομή τους. Υπό αυτή την έννοια η γενετική 
ποικιλομορφία των πληθυσμών αποτελεί το θεμελιακό 
λίθο της βιοποικιλότητας (May, 1994; Pauls et al., 2013). 
Οι παράγοντες που είναι υπεύθυνοι για τη δημιουργία 
της γενετικής ποικιλομορφίας στους πληθυσμούς είναι 
είτε ενδοπληθυσμιακοί (μεταλλάξεις και γενετικός 
ανασυνδυασμός) είτε εξωπληθυσμιακοί (φυσική 
επιλογή, γονιδιακή ροή και τυχαία γενετική παρέκκλιση).
5.β. Μοριακοί δείκτες 
5.β.1. Γενικά περί μοριακών δεικτών
Τι είναι οι μοριακοί δείκτες
Η γενετική ποικιλομορφία των πληθυσμών αντανακλά 
σε πολυμορφισμούς. Οι μοριακοί δείκτες περιγράφονται 
ακριβώς ως οι πολυμορφισμοί πρωτεϊνικών ή 
νουκλεοτιδικών αλληλουχιών οι οποίοι είναι δυνατόν να 
ανιχνευθούν στα άτομα ενός πληθυσμού.
Η πρώιμη ιστορία των μοριακών δεικτών: βιοχημικοί και 
ενζυμικοί δείκτες και περιορισμοί στη χρήση τους 
Οι πρώτοι μοριακοί δείκτες που εισήλθαν στο πεδίο της 
γενετικής ανάλυσης περιγράφηκαν λίγο μετά τα μέσα 
του 19ου αιώνα και ήταν βιοχημικές ενώσεις οι οποίες 
εντοπιζόταν σε συγκεκριμένες πληθυσμιακές ομάδες ή 
είδη. Η βασική ιδέα ήταν ότι η παρουσία συγκεκριμένων 
βιοχημικών δεικτών (όπως για παράδειγμα 
μεταβολιτών) σε συγκεκριμένες μόνο πληθυσμιακές 
ομάδες ή είδη, αντανακλούν σε υπαρκτές εξελικτικές 
μεταξύ τους σχέσεις. Έτσι, αναπτύχθηκε ο κλάδος της 
βιοχημικής συστηματικής, που όμως έχει περιορισμένες 
δυνατότητες φυλογενετικής ανάλυσης που αφορούν 
τα στενά όρια κάποιων φυτών και μικροοργανισμών, 
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που παράγουν ένα ποικίλο φάσμα δομικά περίπλοκων 
οργανικών μεταβολιτών (Giannasi and Crawford, 1986).  
Η ιστορία της εισαγωγής μοριακών δεικτών σε 
πληθυσμιακές αναλύσεις συνεχίστηκε με τη χρήση 
αλλοενζύμων (δηλαδή ενζυμικών πολυμορφισμών) 
(Πίνακας 2). Η ηλεκτροφόρηση αλλοενζύμων σε 
αμυλούχα πηκτώματα - τεχνική που αναπτύχθηκε 
περίπου στα μισά του 20ου αιώνα - κατέστησε 
εφικτό το διαχωρισμό των διαφόρων πρωτεϊνικών 
πολυμορφισμών, εξαιτίας του διαφορετικού 
προτύπου ηλεκτροφορητικής κινητικότητας που αυτά 
παρουσίαζαν υπό την επίδραση σταθερού ηλεκτρικού 
πεδίου. Έκτοτε, η ανάλυση αλλοενζύμων αποτελεί την 
πλέον διαδεδομένη μέθοδο ανίχνευσης πρωτεϊνικών 
πολυμορφισμών (May, 1992). Ωστόσο, η χρήση των 
ενζυμικών πολυμορφισμών στις πληθυσμιακές μελέτες 
παρουσιάζει βασικούς περιορισμούς. Ο σημαντικότερος 
σχετίζεται με το γεγονός ότι οι πρωτεϊνικοί 
πολυμορφισμοί που ανιχνεύονται αντανακλούν ένα 
μικρό μόνο ποσοστό των υφιστάμενων νουκλεοτιδικών 
πολυμορφισμών. Πράγματι, εξαιτίας του εκφυλισμού 
του γενετικού κώδικα ένα σημαντικό ποσό γενετικής 
ποικιλομορφίας δεν είναι δυνατό να ανιχνευθεί. Κι αυτό 
διότι οι συνώνυμες νουκλεοτιδικές υποκαταστάσεις (οι 
λεγόμενες σιωπηλές μεταλλάξεις) διαφοροποιούν τη 
νουκλεοτιδική αλληλουχία ενός κωδικονίου χωρίς να 
προκαλούν, αντιστοίχως, μία αμινοξική υποκατάσταση 
και άρα κάποια αλλαγή στην πρωτεϊνική αλληλουχία. 
Όμως, ακόμη και στην περίπτωση μιας μη-συνώνυμης 
νουκλεοτιδικής υποκατάστασης, που προκαλεί αμινοξική 
αλλαγή στην πρωτεϊνική αλληλουχία, η ανίχνευση του 
πολυμορφισμού γίνεται μόνο όταν η συγκεκριμένη 
αμινοξική αλλαγή μεταβάλλει το ηλεκτρικό φορτίο, 
τη μάζα, ή τη δομή της πρωτεΐνης. Πολλές αμινοξικές 
αλλαγές δεν έχουν τέτοιου είδους επιδράσεις στις 
πρωτεΐνες, με αποτέλεσμα οι συγκεκριμένοι πρωτεϊνικοί 
πολυμορφισμοί επίσης να μην ανιχνεύονται. Ένας 
ακόμη βασικός λόγος που περιορίζει τη χρήση των 
αλλοενζύμων σε πληθυσμιακές μελέτες αφορά το 
γεγονός ότι ενώ εντοπίζονται ικανοποιητικά επίπεδα 
πολυμορφισμού μεταξύ πληθυσμών συγγενικών 
ειδών σε κάποιους πρωτεϊνικούς τόπους, ωστόσο, 
Πίνακας 2. Οι κύριοι μοριακοί δείκτες που χρησιμοποιούνται στη μοριακή οικολογία (Beebee and Rowe, 2004). Συντομογραφίες: 
RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism, RAPD: Randomly Amplified Polymorphic DNA, AFLP: Amplified Fragment Length 
Polymorphism, SNP: Single Nucleotide Polymorphism.
* Οι συνυπερέχοντες δείκτες παρέχουν τη δυνατότητα διάκρισης ομοζυγωτών και ετεροζυγωτών.
** Χρησιμοποιείται κυρίως σε γενετικές αναλύσεις μικροβιακών οργανισμών. 
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συνήθως εμφανίζονται χαμηλά επίπεδα πρωτεϊνικών 
πολυμορφισμών μεταξύ πληθυσμών του ίδιου είδους. 
Κατά συνέπεια, η ταυτοποίηση ατόμων ή ο καθορισμός 
της πατρότητας με τη χρήση αλλοενζύμων καθίσταται 
από δύσκολος έως - κάποιες φορές - ανέφικτος. Τέλος, 
ένας άλλος περιοριστικός παράγοντας που αφορά τη 
χρήση αλλοενζύμων έχει να κάνει με το γεγονός ότι για 
αυτού του είδους την ανάλυση απαιτείται ένα σημαντικό 
ποσό ιστού, κάτι που σημαίνει ότι σε περιπτώσεις που 
ο προς μελέτη οργανισμός είναι μικρός θα πρέπει να 
θανατωθεί προκειμένου να ληφθεί το απαραίτητο για 
την ανάλυση βιολογικό υλικό.                  
Η νεότερη ιστορία των μοριακών δεικτών: οι νουκλεοτιδικοί 
δείκτες και τα πλεονεκτήματά τους
Η χρήση των μοριακών νουκλεοτιδικών δεικτών 
(Πίνακας 2) στις πληθυσμιακές αναλύσεις - έναντι των 
βιοχημικών και ενζυμικών - αποτελούν σήμερα την πλέον 
διαδεδομένη πρακτική εξαιτίας μιας σειράς βασικών 
πλεονεκτημάτων που διαθέτουν. Το βασικότερο ίσως 
πλεονέκτημά τους σχετίζεται με το γεγονός ότι οι 
DNA δείκτες απαντώνται σε όλους τους «μαλακούς» 
ιστούς και στους περισσότερους «σκληρούς» ιστούς 
ενός οργανισμού. Αντίθετα, οι βιοχημικοί και ενζυμικοί 
δείκτες παρουσιάζουν τόσο χωρική διαφοροποίηση 
(ιστολογική εξειδίκευση) όσο και χρονική διαφοροποίηση 
(αναπτυξιακή ρύθμιση), κάτι που περιορίζει τη 
διαθεσιμότητά τους. Ένα ακόμη πλεονέκτημα των DNA 
δεικτών, το οποίο συνδέεται ευθέως με την ανάπτυξη 
της τεχνικής της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης 
[PCR: Polymerase Chain Reaction], αφορά την ευκολία 
και την ευελιξία εφαρμογής τους στις πληθυσμιακές 
μελέτες με τη δυνατότητα χρήσης πολύ μικρών 
ποσοτήτων και/ή χαμηλής ποιότητας γενετικού υλικού. 
Τέλος, ένα ακόμη πλεονέκτημα των DNA δεικτών 
αφορά το γεγονός της καλύτερης διατηρησιμότητας της 
δομικής τους ακεραιότητας σε συνθήκες πεδίου, έναντι 
των βιοχημικών και πρωτεϊνικών δεικτών.
5.γ. DNA δείκτες
5.γ.1. Οι ιδιότητες που πρέπει να χαρακτηρίζουν τους DNA 
δείκτες
Οι ιδιότητες που πρέπει να έχει ένας ιδανικός DNA 
δείκτης είναι οι ακόλουθες (Morin et al., 2004; Cruick-
shank, 2002):
1) Η δυνατότητα χρήσης μικρών ποσοτήτων και/ή 
χαμηλής ποιότητας γενετικού υλικού.   
2) Το χαμηλό κόστος ανάπτυξής του.   
3) Οι γρήγορες και εύκολες μέθοδοι ανάπτυξής του.
4) Η ευελιξία στη μεταβολή των μεθόδων ανάπτυξής 
του.
5) Η ευελιξία χρήσης σε διαφορετικές εφαρμογές.
6) Η ευκολία στο χειρισμού των δειγμάτων που 
χρησιμοποιούνται για την παραγωγή γονοτύπων.
7) Η δυνατότητα γονοτύπησης με τη χρήση συνήθους 
εργαστηριακού εξοπλισμού.       
8) Να είναι μοναδικού αντιγράφου ή πολλαπλών 
ομοιογενών αντιγράφων. Παρά την μεγαλύτερη 
καταλληλότητα των DNA δεικτών μονού αντιγράφου 
για φυλογενετικές και φυλογεωγραφικές αναλύσεις, η 
χρήση τους συνδέεται με δύο βασικά προβλήματα: α) 
δεν είναι πάντα εκ των προτέρων γνωστό ποια γονίδια 
είναι παρόντα στο γονιδίωμα σε ένα μόνο αντίγραφο 
και β) και στην περίπτωση που αυτό είναι γνωστό, 
είναι περισσότερο δύσκολο να ενισχυθεί με PCR (Poly-
merase Chain Reaction). Οι DNA δείκτες που βρίσκονται 
στο γονιδίωμα σε πολλαπλά αντίγραφα μπορεί να 
είναι χρήσιμοι σε φυλογενετικές και φυλογεωγραφικές 
αναλύσεις στην περίπτωση που τα αντίγραφα αυτά 
είναι ομοιογενή. Έτσι, δεν υφίσταται θέμα με το ποια 
ακριβώς αλληλουχία παρακολουθείται στην πορεία μιας 
ανάλυσης. Τέτοιοι δείκτες είναι γενικά ευκολότερο να 
ενισχυθούν με PCR και επίσης δίνουν υψηλές αποδόσεις 
σε PCR προϊόν. Υπάρχουν δύο ομάδες γονιδίων που 
εμπίπτουν σε αυτή την κατηγορία, τα μιτοχονδριακά 
γονίδια και τα πυρηνικά ριβοσωμικά γονίδια, των 
οποίων η χρήση τους είναι ευρύτατα διαδεδομένη σε 
φυλογενετικές και φυλογεωγραφικές αναλύσεις.
9) Η ευκολία στη στοίχιση των αλληλουχιών. Πολλές 
φορές εξαιτίας χρωμοσωμικών αναδιατάξεων περιοχών 
του γονιδιώματος (π.χ. ελλείμματα ή διπλασιασμοί), το 
μήκος μιας συγκεκριμένης αλληλουχίας DNA μπορεί να 
ποικίλει μεταξύ των διαφόρων ταξινομικών κατηγοριών. 
Στις περιπτώσεις που τέτοιες αλληλουχίες αποτελούν 
τους δείκτες μιας φυλογενετικής μελέτης που βασίζεται 
στην ανάλυση πρωτοδιάταξής τους, μπορεί να ανακύψει 
πρόβλημα στη στοίχισή τους, βήμα που είναι απαραίτητο 
προκειμένου να ολοκληρωθεί η μελέτη. Κάθε 
αβεβαιότητα που αφορά τη στοίχιση των αλληλουχιών 
των δεικτών πλήττει κατ’ αντιστοιχία την αξιοπιστία 
των φυλογονικών και φυλογεωγραφικών σχέσεων 
των οργανισμών που μία συγκεκριμένη μελέτη μπορεί 
να αποκαλύπτει. Υπάρχουν διάφοροι τρόποι για να 
ξεπεραστούν προβλήματα στοίχισης των αλληλουχιών, 
όπως ο αποκλεισμός δεδομένων από περιοχές του 
γονιδιώματος που στοιχίζονται ασαφώς (Gatesy et al., 
1993), ή η χρήση πληροφοριών δευτεροταγούς δομής 
του DNA προκειμένου να επιτευχθεί η ορθή στοίχιση 
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των προβληματικών αλληλουχιών (Kjer, 1995).
 10) Ο μεταλλακτικός ρυθμός να είναι αρκετά υψηλός, 
ώστε να παρέχει επαρκή αριθμό πληροφοριακών 
θέσεων. Οι διαφορετικοί δείκτες εξελίσσονται με 
διαφορετικούς ρυθμούς, γι’ αυτό είναι σημαντικό 
να επιλέγονται δείκτες με μεταλλακτικούς ρυθμούς 
κατάλληλους για τη χρήση για την οποία προορίζονται. 
Για παράδειγμα, για τον προσδιορισμό των 
φυλογενετικών σχέσεων συγγενικών ειδών απαιτούνται 
υψηλά πολυμορφικοί δείκτες για να διασφαλιστεί ότι 
έχει συσσωρευτεί αρκετός πολυμορφισμός κατά τη 
διάρκεια του σύντομου χρονικού διαστήματος κατά το 
οποίο αυτά έχουν εξελιχθεί.
11) Ο μεταλλακτικός ρυθμός να μην φτάνει σε 
υπερβολικά επίπεδα, προκειμένου να αποφεύγονται οι 
πολλαπλές υποκαταστάσεις. Στην περίπτωση που ένας 
δείκτης παρουσιάζει πάρα πολύ υψηλό μεταλλακτικό 
ρυθμό, τότε θα υπάρξουν θέσεις στις οποίες μπορεί να 
συμβούν δύο ή και περισσότερες υποκαταστάσεις. Έτσι, 
από τη στιγμή που οι μεταγενέστερες υποκαταστάσεις 
στην ουσία μπορούν να ακυρώσουν τις προηγούμενες 
(μέσω αντίστροφων μεταλλάξεων, ομοπλασιών ή άλλων 
πολλαπλών αλλαγών), ο ρυθμός διαφοροποίησης των 
αλληλουχιών των δεικτών εμφανίζεται μειωμένος, με 
αποτέλεσμα να δυσχεραίνεται τελικά η προσπάθεια 
ανασύνθεσης της φυλετικής ιστορίας των πληθυσμών 
που μελετώνται. 
12) Η σχετικά ισόρροπη εκπροσώπηση πουρινών 
και πυριμιδινών στην αλληλουχία του δείκτη. Εάν η 
αναλογία των τεσσάρων βάσεων που στοιχειοθετούν 
την αλληλουχία DNA δείκτη δεν είναι σχετικά ισόρροπη, 
τότε οι πιθανότητες εμφάνισης της ίδιας μετάλλαξης, 
περισσότερο από μία φορά, μπορεί να αυξηθεί. Έτσι, 
θα αυξηθεί το ποσό της ομοπλασίας στο σύνολο των 
δεδομένων μιας κλαδιστικής μελέτης, γεγονός που 
τελικά θα πλήξει την αξιοπιστία της. Αυτό μπορεί να είναι 
ένα σοβαρό πρόβλημα για τα μιτοχονδριακά γονίδια, 
τα οποία τείνουν να είναι πλούσια σε αδενίνες (Α) και 
θυμίνες (Τ) (ΑΤ rich). Για παράδειγμα, έχει διαπιστωθεί ότι 
το μιτοχονδριακό γονίδιο της κυτοχρωμικής οξειδάσης 
I (COI) στα ακάρεα της οικογένειας Tetranychidae, έχει 
περιεκτικότητα σε ΑΤ που αγγίζει το 75% (και συνολικά 
95% στην τρίτη θέση των κωδικονίων του γονιδίου) (Na-
vajas et al., 1996).
13) Η διαθεσιμότητα εκκινητών γενικευμένης χρήσης 
(universal primers). Η δυνατότητα ενίσχυσης ενός 
συγκεκριμένου DNA δείκτη σε ένα ευρύ φάσμα 
ταξινομικών κατηγοριών με τη χρήση ενός μόνο ζεύγους 
εκκινητών έχει μεγάλη πρακτική σημασία. Όμως, 
οι εκκινητές γενικευμένης χρήσης είναι πιθανότατα 
εξαιρετικά συντηρημένοι. Συνεπώς, αυτή η κατάσταση 
μπορεί να αποτρέψει την ενίσχυση ενός δείκτη κάποιας/
ων ταξινομικής/κών κατηγορίας/ών οργανισμών που 
μπορεί να περιλαμβάνεται/ονται σε μια κλαδιστική 
μελέτη, εξαιτίας κάποιας πιθανής μετάλλαξης στη θέση 
υβριδισμού του εκκινητή γενικευμένης χρήσης (Fen-
ton et al., 1997; Yli-Mattila et αl., 2000). Επιπλέον, εάν 
οι εκκινητές που χρησιμοποιούνται σε μία μελέτη είναι 
πάρα πολύ γενικευμένης χρήσης-λειτουργίας, το βασικό 
τους πρακτικό πλεονέκτημα μπορεί να αντιστραφεί. Κι’ 
αυτό διότι μπορεί να ενισχύσουν την αλληλουχία ενός 
μοριακού δείκτη σε μία σειρά ανεπιθύμητων οργανισμών 
που συμβιώνουν ή παρασιτούν ή και μολύνουν τους 
προς μελέτη οργανισμούς (Yli-Mattila et αl., 2000). Για 
να αποτρέπονται τέτοιες καταστάσεις καλό είναι να 
επιχειρείται κάποια εξειδίκευση στη χρήση εκκινητών 
με γενικευμένη λειτουργία. Για παράδειγμα, εάν πρέπει 
να ενισχυθούν τμήματα γονιδιώματος εντόμων, είναι 
προτιμότερο να χρησιμοποιούνται εκκινητές οι οποίοι 
είναι εξειδικευμένοι τουλάχιστον στα αρθρόποδα.
Πάντως, κανένας DNA δείκτης δεν εκπληρώνει 
ταυτόχρονα όλες τις παραπάνω προϋποθέσεις. Όλοι 
οι δείκτες παρουσιάζουν μικρότερα ή μεγαλύτερα 
προβλήματα κατά τη χρήση τους. Η επιλογή των 
περισσότερο κατάλληλων, αφενός εξαρτάται άμεσα 
από τους ερευνητικούς σκοπούς που πρόκειται 
να εξυπηρετήσουν, αφετέρου μειώνει τα πιθανά 
προβλήματα που συνδέονται με τη χρήση τους. 
5.γ.2. Περιγραφή DNA δεικτών και των μοριακών τεχνικών 
ανίχνευσης των πολυμορφισμών τους
Ακολουθεί η περιγραφή των μοριακών δεικτών που 
χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη (δηλαδή 
των μιτοχονδριακών και μικροδορυφορικών), καθώς 
και οι μοριακές τεχνικές που χρησιμοποιήθηκαν 
προκειμένου να ανιχνευθούν οι πολυμορφισμοί 
τους. Επίσης, περιγράφονται οι RFLP δείκτες (ως οι 
πρώτοι DNA δείκτες ευρείας χρήσης) και οι δείκτες 
SNP (των οποίων η εφαρμογή στο πεδίο των μελετών 
της γενετικής ανάλυσης πληθυσμών αρχίζει πλέον 
να διευρύνεται εντυπωσιακά (βλ. Εικόνα 31), καθώς 
και οι χρησιμοποιούμενες τεχνικές ανίχνευσης των 
πολυμορφισμών τους.     
5.γ.2.1. Μιτοχονδριακοί (mtDNA) δείκτες 
Το μιτοχονδριακό DNA (mtDNA) αποτελεί τον πλέον 
δημοφιλή μοριακό δείκτη για πάνω από τρεις δεκαετίες. 
Πράγματι, σχεδόν κάθε μοριακή μελέτη των ζωικών 
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ειδών στο πεδίο περιλαμβάνει, σε κάποιο στάδιο, 
απλοτύπηση mtDNA (Galtier et al., 2009). Δεν αποτελεί 
έκπληξη το γεγονός ότι ένα τμήμα του μιτοχονδριακού 
γονιδιώματος, αυτό που φέρει την πληροφορία για 
το ένζυμο της αναπνευστικής αλυσίδας κυτοχρωμική 
οξειδάση Ι (COI), πρόσφατα επιλέχθηκε ως το 
τυποποιημένο εργαλείο για τη μοριακή ταξινόμηση και 
ταυτοποίηση των ειδών (DNA barcoding) (Ratnasingham 
and Hebert, 2007).
Οι λόγοι που οδήγησαν στην ευρεία χρήση του mtDNA 
ως μοριακού δείκτη είναι καλά γνωστοί και αφορούν:
α) Την ευκολία ενίσχυσής του με PCR λόγω του ότι το 
mtDNA εμφανίζεται σε πολλαπλά αντίγραφα εντός του 
κυττάρου.
β) Τον γοργό εξελικτικό του ρυθμό. Πράγματι, 
όσον αφορά τους ζωικούς οργανισμούς, το mtDNA 
παρουσιάζει υψηλότερο μεταλλακτικό ρυθμό σε σχέση 
με το πυρηνικό DNA (Brown et al., 1979).
γ) Τη μητρική κληρονόμηση. Είναι ευρέως αποδεκτό 
ότι στους φυλετικά αναπαραγόμενους ζωικούς 
οργανισμούς η κληρονόμηση των μιτοχονδρίων είναι 
συνήθως μητρική και ως εκ τούτου θεωρείται κλωνική 
(Birky, 2001). Και αυτό γιατί τα πατρικά μιτοχόνδρια 
συνήθως καταστρέφονται από το ωοκύτταρο πριν 
(όπως συμβαίνει, για παράδειγμα, στην καραβίδα· Mo-
ses, 1961), κατά τη διάρκεια (όπως συμβαίνει στα ζώα της 
ομοταξίας των Ασκιδίων [βενθικών ζώων του υποφύλου 
των ουροχορδωτών]· Ursprung and Schabtach, 1965), ή 
μετά τη γονιμοποίηση (όπως συμβαίνει στα ποντίκια· 
Sutovsky et al., 1999).            
δ) Τη μη συμμετοχή του μιτοχονδριακού γονιδιώματος σε 
γεγονότα ανασυνδυασμού. Σύμφωνα με τα παραπάνω, η 
διαδικασία της μεταβίβασης των μιτοχονδρίων, εξαιτίας 
της μητρικής κληρονόμησης, χαρακτηρίζεται από ισχυρή 
γενετική στενωπό (η οποία μειώνει την ποικιλομορφία 
του μιτοχονδριακού γονιδιώματος εντός του ατόμου) 
(Shoubridge and Wai, 2007). Έτσι, μέσα στο ζυγωτό 
μπορεί να συνυπάρχουν διακριτές μιτοχονδριακές 
σειρές, μία κατάσταση η οποία αποτρέπει γεγονότα 
αποτελεσματικού ανασυνδυασμού. 
Η έλλειψη ανταλλαγής γενετικού υλικού, μέσω 
ανασυνδυασμού, θεωρείται ως ένα από τα πλέον 
χρήσιμα χαρακτηριστικά του mtDNA, καθώς 
συνεπάγεται ότι η ιστορία του εντός ενός είδους μπορεί 
να αντιπροσωπεύεται κατάλληλα από ένα μοναδικό 
κλαδόγραμμα, το οποίο μπορεί να αποτυπώνει 
την προέλευση και τη γεωγραφική εξάπλωση των 
απλοτύπων (Avise et al., 1987). Επιπλέον, αυτή η έλλειψη 
ανταλλαγής γενετικού υλικού του mtDNA το καθιστά 
μία απλοειδή γενετική μονάδα (ή απλότυπο). Αυτό, σε 
συνδυασμό με τη μητρική κληρονόμησή του, οδηγεί 
σε μια μείωση του δραστικού μεγέθους πληθυσμού 
(Ne) στο επίπεδο του 25%. Έτσι, σημειώνεται ταχύτερη 
εγκαθίδρυση μιτοχονδριακών απλοτύπων, σε σχέση με 
τους πυρηνικούς δείκτες, μέσω της τυχαίας γενετικής 
παρέκκλισης. Με αυτό τον τρόπο οι μιτοχονδριακοί 
δείκτες μπορούν να συνεισφέρουν ουσιαστικά στον 
καθορισμό φυλογενετικών σχέσεων εξελικτικά 
συγγενικών ειδών, οι οποίες δεν εκτείνονται σε μεγάλες 
χρονικές περιόδους. 
Γερά  εδραιωμένη από την κλασική γενετική η 
παραδοχή της κλωνικότητας του μιτοχονδριακού DNA 
αμφισβητήθηκε ελάχιστα μέχρι το 1999 όταν, σχεδόν 
ταυτόχρονα, τρεις μελέτες που πραγματοποιήθηκαν 
στον άνθρωπο παρέθεσαν δεδομένα γενετικού 
ανασυνδυασμού στο μιτοχονδριακό DNA. Αρχικά, η 
ανάλυση 29 ανθρώπινων μιτοχονδριακών απλοτύπων 
κατέγραψε ένα απροσδόκητα μεγάλο αριθμό 
ομοπλασιών εντός του είδους, κάτι που δεν μπορούσε 
προφανώς να εξηγηθεί από τις ομοπλαστικές θέσεις 
του μιτοχονδριακού γονιδιώματος, οι οποίες και δεν 
παρουσιάζουν ιδιαίτερη ποικιλομορφία στα είδη των 
ανθρωποειδών. Αυτά τα ευρήματα οδήγησαν στο 
συμπέρασμα ότι το πλήθος αυτών των ομοπλασιών ήταν 
πιθανότατα η συνέπεια γεγονότων ανασυνδυασμού 
(Eyre-Walker et al.,  1999). Χρησιμοποιώντας τα ίδια 
δεδομένα, μια δεύτερη μελέτη εντόπισε μια αρνητική 
συσχέτιση μεταξύ της ανισορροπίας σύνδεσης και της 
φυσικής απόστασης για τα ζεύγη των ομοπλαστικών 
θέσεων, υποστηρίζοντας και πάλι την ιδέα ότι γεγονότα 
ανασυνδυασμού «διασπούν» τις αλληλομορφικές 
συσχετίσεις μεταξύ μακρινών γενετικών τόπων (Awadal-
la et al., 1999). Τέλος, μία τρίτη μελέτη αποκάλυψε 
μία σημειακή μιτοχονδριακή μετάλλαξη η οποία 
διαμοιραζόταν μεταξύ απομακρυσμένων απλοτύπων 
ενός μικρού νησιού της Μελανησίας, αλλά με κανένα 
άλλο απλότυπο κάποιας άλλης περιοχής του κόσμου. 
Προβάλλοντας το επιχείρημα ότι οι ανεξάρτητες 
εμφανίσεις αυτής της σπάνιας μετάλλαξης στο ίδιο 
νησί έχουν πολύ μικρές πιθανότητες να υφίστανται, 
οι μελετητές οδηγήθηκαν στο συμπέρασμα ότι ο 
ανασυνδυασμός ήταν η πλέον εύλογη εξήγηση 
(Hagelberg et al., 1999). Όμως, αυτές οι μελέτες 
αμφισβητήθηκαν μία προς μία. Έτσι, στην περίπτωση 
της πρώτης μελέτης αποκαλύφθηκε ότι η περίσσεια 
ομοπλασίας πιθανότατα οφειλόταν σε βραχύβιες, 
δύσκολα ανιχνεύσιμες ομοπλαστικές θέσεις του 
ανθρώπινου μιτοχονδριακού γονιδιώματος (Galtier 
et al., 2006). Στην περίπτωση της δεύτερης μελέτης, η 
«διάσπαση» των συσχετισμών ανισορροπίας σύνδεσης 
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και φυσικής απόστασης των ζευγών των ομοπλαστικών 
θέσεων βρέθηκε να είναι ευαίσθητη στις διαφορετικές 
μεθοδολογικές ρυθμίσεις και στο σύνολο των 
δεδομένων που αναλύθηκαν (Ingman et al., 2000; Innan 
and Nordborg, 2002; Piganeau and Eyre-Walker, 2004). 
Και τέλος, στην περίπτωση της τελευταίας μελέτης το 
«ειδικό» νησιωτικό πρότυπο διαμοιρασμού της σπάνιας 
μετάλλαξης μεταξύ απομακρυσμένων μιτοχονδριακών 
απλοτύπων, αποδόθηκε σε σφάλμα που έλαβε χώρα 
κατά τη στοίχιση των αλληλουχιών (Hagelberg et al., 
2000). 
Πάντως, οι τρεις αυτές μελέτες αποτέλεσαν το έναυσμα 
για διερεύνηση τυχόν γεγονότων ανασυνδυασμού στο 
μιτοχονδριακό γονιδίωμα πολλών άλλων οργανισμών. 
Ενδεικτικά αναφέρεται ότι γεγονότα ανασυνδυασμού 
του μιτοχονδριακού γονιδιώματος έχουν αναφερθεί 
στο μύδι Mytilus galloprovincialis (Ladoukakis and Zouros, 
2001), στην πεταλούδα  Papilio glaucus  (Andolfatto et 
al., 2003) και στην αυστραλιανή σαύρα Chlamydosaurus 
kingii (Ujvari et al., 2007). Αν και πολλές από αυτές τις 
μελέτες χρήζουν επιβεβαίωσης, είναι μεγάλης σημασίας 
για το πεδίο της μοριακής οικολογίας. Και αυτό γιατί 
δείχνουν ότι ο ανασυνδυασμός του μιτοχονδριακού 
γονιδιώματος είναι εφικτός, και επιπλέον εφιστούν την 
προσοχή όσων χρησιμοποιούν του μιτοχονδριακούς 
δείκτες προκειμένου να προσδιορίσουν και να 
ερμηνεύσουν φυλογενετικές σχέσεις μεταξύ των 
διαφόρων οργανισμών ή πληθυσμών (Hey, 2000).                        
5.γ.2.1.1. Single Strand Conformation Polymorphisms 
[SSCP] (Πολυμορφισμοί στερεοδιαμόρφωσης μονόκλωνου 
DNA): η τεχνική που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη 
για την ανίχνευση των πολυμορφισμών του mtDNA
(SSCP)
Εικόνα 26. Σχηματική αναπαράσταση της αρχής λειτουργίας της μεθόδου SSCP. Στο σχήμα φαίνονται οι στερεοδιαμορφώσεις 
δύο διαφορετικών θραυσμάτων DNA (α και β) που διαφέρουν σε ένα ζεύγος βάσεων. Επίσης, στο σχήμα αποτυπώνεται και το 
διαφορετικό πρότυπο ζώνωσης, το οποίο ουσιαστικά επιτρέπει την ανίχνευση του πολυμορφισμού. 
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Η μέθοδος SSCP χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα 
μελέτη προκειμένου να ανιχνευθούν οι πολυμορφισμοί 
των mtDNA δεικτών. 
Ουσιαστικά, βασίζεται στην ανάλυση της 
ηλεκτροφοριτικής κινητικότητας μονόκλωνων 
τμημάτων DNA σε πηκτώματα πολυακρυλαμιδίου, με 
στόχο την ανίχνευση πολυμορφισμών που προκύπτουν 
από τη διαφορική αναδίπλωση των μονόκλωνων αυτών 
τμημάτων DNA εξαιτίας πολύ μικρών διαφορών που 
μπορεί να παρουσιάζουν στην αλληλουχία τους (συχνά 
ενός μόνο ζεύγους βάσεων). Πιο συγκεκριμένα, ακριβώς 
λόγω της απουσίας της συμπληρωματικής αλυσίδας 
του τμήματος DNA, σε κάθε μονόκλωνη αλυσίδα που 
φέρει κάποια ή κάποιες μεταλλάξεις υφίσταται ένα 
μοναδικό ζευγάρωμα μεταξύ κάποιων βάσεών της. 
Αυτό το γεγονός έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία 
εξειδικευμένων βρόγχων και πτυχώσεων. Έτσι, αυτές 
οι μοναδικές δομές αντιστοίχως δημιουργούν και 
μοναδικές τρισδιάστατες διαμορφώσεις του DNA. Αυτό 
έχει ως αποτέλεσμα τη διαφορική ηλεκτροφορητική 
κινητικότητα των μονόκλωνων αλυσίδων DNA που 
φέρουν τις διάφορες μεταλλάξεις, καθώς αυτές 
μεταναστεύουν σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου, και 
τελικά την ανίχνευσής τους (Εικόνα 26· Orita et al., 1989).
Η ανάλυση PCR θραυσμάτων DNA με τη μέθοδο 
SSCP είναι μια γρήγορη, απλή και ευαίσθητη τεχνική 
που χρησιμοποιείται για την ανίχνευση διαφόρων 
τύπων μεταλλάξεων, όπως απλές νουκλεοτιδικές 
υποκαταστάσεις ή ενθέσεις και διαγραφές (Hayas-
hi, 1993). Ως εκ τούτου, είναι μια τεχνική που 
χρησιμοποιείται ευρύτατα στην ανάλυση γονιδίων, και 
ιδιαίτερα στην ανίχνευση πιθανών σημειακών τους 
μεταλλάξεων (Fukuoka et al., 1994). Όλοι οι τύποι των 
σημειακών μεταλλάξεων ενός τμήματος DNA μπορούν 
να ανιχνευθούν με ισοδύναμη αποτελεσματικότητα. 
Ωστόσο, πρέπει να σημειωθεί ότι η αλληλουχία του DNA 
που βρίσκεται εκατέρωθεν μιας μετάλλαξης μπορεί να 
επηρεάσει την ανιχνευσιμότητά της. Τόσο τα επίπεδα 
ανιχνευσιμότητας μιας μετάλλαξης όσο και το πρότυπο 
των ζωνών στο πήκτωμα, δεν μπορούν να προβλεφθούν. 
Το συνολικό πάντως ποσοστό ανιχνευσιμότητας 
πολυμορφισμών είναι μεγαλύτερο του 70% και μπορεί 
να υπερβεί και το 95% (Hawkins, 1997).
Μία εναλλακτική εκδοχή της ανάλυσης PCR-SSCP 
αποτελεί η PCR-SSCP με φθορίζουσα σήμανση (F-SSCP), 
και περιλαμβάνει την ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου 
με τη χρήση φθοριζόντων εκκινητών (Makino et al., 
1992). Το κύριο μειονέκτημα της τεχνικής SSCP έχει να 
κάνει με το γεγονός ότι η ανάπτυξη των SSCP μοριακών 
δεικτών είναι μία εντατική και δαπανηρή διαδικασία που 
δεν μπορεί να αυτοματοποιηθεί.
5.γ.2.2. Μικροδορυφορικοί δείκτες
Γενικά περί μικροδορυφόρων
Οι μικροδορυφόροι, γνωστοί επίσης και ως επαναλήψεις 
απλών αλληλουχιών (Simple Sequence Repeats [SSR]) ή 
αλλεπάλληλες επαναλήψεις μικρών αλληλουχιών (Short 
Tandem Repeats [STR]), είναι επαναλαμβανόμενες 
αλληλουχίες DNA που το μήκος του επαναλαμβανόμενου 
μοτίβου τους κυμαίνεται από 1 έως 6 νουκλεοτίδια. Είναι 
δε ευρέως διαδεδομένοι τόσο σε ευκαρυωτικά όσο και 
σε προκαρυωτικά γονιδιώματα (Field and Wills, 1998; 
Tóth et al., 2000). Οι μικροδορυφόροι ταξινομούνται 
ανάλογα με το είδος του επαναλαμβανόμενου μοτίβου, 
σε τέλειους, ατελείς, διακοπτόμενους ή σύνθετους. 
Σε έναν τέλειο μικροδορυφόρο η επαναλαμβανόμενη 
αλληλουχία δεν διακόπτεται από οποιαδήποτε βάση 
που δεν ανήκει στο συγκεκριμένο μοτίβο [π.χ. (TA)n], 
ενώ αντίθετα σε έναν ατελή μικροδορυφόρο υπάρχουν 
διάφορες βάσεις μεταξύ της επαναλαμβανόμενης 
αλληλουχίας, που δεν ταιριάζουν στο 
επαναλαμβανόμενο μοτίβο (π.χ. TATATATACTATATA). 
Στην περίπτωση ενός διακοπτόμενου μικροδορυφόρου 
παρεμβάλλεται μια μικρή αλληλουχία που δεν ανήκει 
στο επαναλαμβανόμενο μοτίβο (π.χ. TATATACGTG-
TATATATATA), ενώ στην περίπτωση ενός σύνθετου 
μικροδορυφόρου η αλληλουχία του συμπεριλαμβάνει 
δύο γειτονικά, διακριτά μεταξύ τους, επαναλαμβανόμενα 
μοτίβα (π.χ. TATATATATAGTGTGTGTGT).
Τα τελευταία χρόνια, οι μικροδορυφόροι έχουν 
προσελκύσει την προσοχή των ερευνητών για μια 
σειρά από λόγους, όπως: α) η επιτυχής χρήση τους στην 
κατασκευή γενετικών χαρτών διαφόρων οργανισμών 
(Knapik et al., 1998; Cregan et al., 1999), β) η συσχέτιση 
της αστάθειας του αριθμού των επαναλήψεων των 
μικροδορυφόρων με ασθένειες που παρουσιάζονται 
στον άνθρωπο, και γ) η πρακτικότητα και η ευκολία 
στη χρήση τους σε πληθυσμιακές μελέτες, καθώς και 
σε γονοτυπικές αναλύσεις και αναλύσεις πατρότητας 
(Wright and Bentzen, 1994; Schlötterer, 2000). 
Γενετικά χαρακτηριστικά των μικροδορυφόρων
Ένας ομοζυγωτικός μικροδορυφορικός γενετικός 
τόπος έχει τον ίδιο αριθμό επαναλήψεων στα δύο 
ομόλογα χρωμοσώματα, ενώ ένας ετεροζυγωτικός 
μικροδορυφορικός γενετικός τόπος έχει διαφορετικό 
αριθμό επαναλήψεων σε κάθε ένα από τα δύο ομόλογα 
χρωμοσώματα (π.χ. το ένα αλληλόμορφο μπορεί να έχει 
9 επαναλήψεις ενός μοτίβου και το άλλο 10 επαναλήψεις 
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του ίδιου μοτίβου). Συνήθως, ένας μικροδορυφορικός 
γενετικός τόπος ενός πληθυσμού φέρει στο σύνολό 
του αρκετά αλληλόμορφα (καθένα με διαφορετικό 
αριθμό επαναλήψεων). Αυτό σημαίνει υψηλά επίπεδα 
πολυμορφισμού των μικροδορυφορικών γενετικών 
τόπων, κάτι που τους καθιστά πολύ χρήσιμα εργαλεία 
για τη διάκριση διαφορετικών ατόμων. Πράγματι, όσο 
υψηλότερος είναι ο αριθμός των αλληλομόρφων σε 
ένα μικροδορυφορικό γενετικό τόπο τόσο υψηλότερα 
είναι τα επίπεδα πολυμορφισμού σε αυτόν και, 
συνεπώς, τόσο μεγαλύτερη είναι και η διακριτική του 
ικανότητα. Όλα τα παραπάνω αποτυπώνονται στις δύο 
παρακάτω εξισώσεις (α και β), που δίνουν το μέγιστο 
αριθμό διαφορετικών γονοτύπων (Number of Differ-
ent Genotypes [NDG]) και τον αριθμό των πιθανών 
ετεροζυγωτικών γονοτύπων (Number of possible Het-
erozygous Genotypes [NHG]) ενός μικροδορυφορικού 
γενετικού τόπου (Oliveira et al., 2006): 
(α)     NDG = m (m + 1) / 2
(β)     NHG = m (m - 1) / 2
όπου m είναι ο αριθμός των αλληλομόρφων σε ένα 
πληθυσμό. Έτσι, ένας μικροδορυφορικός γενετικός 
τόπος με μόλις 10 αλληλόμορφα (m=10) μπορεί να έχει 
έως και 55 διαφορετικούς γονοτύπους (NDG=55) και 
έως 45 ετεροζυγωτικούς γονοτύπους (NHG=45).
Ρυθμός μικροδορυφορικών μεταλλάξεων
Γενικά, οι μικροδορυφορικοί γενετικοί τόποι 
παρουσιάζουν υψηλότερους μεταλλακτικούς ρυθμούς 
σε σύγκριση με αυτούς των κωδικοποιητικών γονιδίων. 
Οι μεταλλακτικοί ρυθμοί των μικροδορυφόρων 
κυμαίνονται από 10-2 έως 10-6 νουκλεοτίδια ανά 
γενετικό τόπο, ανά γενεά, και είναι σημαντικά 
υψηλότεροι από τους ρυθμούς των σημειακών 
νουκλεοτιδικών υποκαταστάσεων που λαμβάνουν 
χώρα στα κωδικοποιητικά γονίδια (Rose and Falush, 
1998; Schlötterer, 2000; Sia et al., 2000; Li et al., 2002). 
Έχει παρατηρηθεί ότι οι δινουκλεοτιδικές επαναλήψεις 
έχουν  χαμηλότερο  μέσο μεταλλακτικό ρυθμό (5,6 x 
10-4) από ότι οι τετρανουκλεοτιδικές επαναλήψεις (2,1 
x 10-3) (Weber and Wong, 1993). Οι ρυθμοί μετάλλαξης 
των μικροδορυφόρων μπορεί να διαφέρουν όχι μόνο 
μεταξύ των διαφορετικών επαναληπτικών μοτίβων 
(δι-, τρι- και τετρανουκλεοτιδικά), της σύνθεσης των 
βάσεων των επαναλήψεων (Bachtrog et al., 2000) και 
του είδους των μικροδορυφόρων (τέλειων, ατελών, 
διακοπτόμενων ή σύνθετων), αλλά και μεταξύ των 
διαφορετικών ταξινομικών ομάδων. Έχει βρεθεί ότι 
επιπλέον παράγοντες που μπορεί να επηρεάσουν το 
ρυθμό μικροδορυφορικής μεταλλακτικότητας είναι 
το μέγεθος του αλληλομόρφου, η χρωμοσωμική θέση 
του μικροδορυφορικού γενετικού τόπου, η κυτταρική 
διαίρεση, το φύλο του ατόμου και το ποσοστό των 
βάσεων γουανίνης (G) και κυτοσίνης (C) που περιέχονται 
στο DNA που συνορεύει με έναν μικροδορυφορικό 
γενετικό τόπο (Chakraborty et al., 1997; Primmer et al., 
1996; Ellegren, 2000; Whittaker et al., 2003; Seyfert et al., 
2008). Επίσης, σχετικά πρόσφατα, επισημάνθηκε ότι η 
ετεροζυγωτία φαίνεται να αυξάνει τους μεταλλακτικούς 
ρυθμούς των μικροδορυφορικών γενετικών τόπων 
(Amos et al., 2008). Στον Πίνακα 3 αποτυπώνονται οι 
μικροδορυφορικοί μεταλλακτικοί ρυθμοί διαφόρων 
οργανισμών.
Πίνακας 3. Μικροδορυφορικοί μεταλλακτικοί ρυθμοί σε 
διάφορα έμβια συστήματα.
Μηχανισμοί μικροδορυφορικών μεταλλάξεων
Αρκετοί μηχανισμοί έχουν προταθεί για να εξηγήσουν 
τον υψηλό μεταλλακτικό ρυθμό των μικροδορυφόρων, 
όπως: α) των σφαλμάτων κατά τη διάρκεια του γενετικού 
ανασυνδυασμού, β) του άνισου διασκελισμού και γ) της 
ολίσθησης της DNA πολυμεράσης κατά τη διάρκεια της 
αντιγραφής του DNA ή της επιδιόρθωσης λαθών που 
τυχόν συμβαίνουν κατά την αντιγραφή του (Strand et 
al., 1993).
Όσον αφορά την ενσωμάτωση λαθών που συμβαίνουν 
κατά τη διάρκεια του γενετικού ανασυνδυασμού, έχει 
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λειτουργικό σύστημα ανασυνδυασμού, παρουσίασαν 
παρόμοιο μεταλλακτικό ρυθμό. Το γεγονός αυτό 
υποδηλώνει ότι ο γενετικός ανασυνδυασμός δεν 
είναι ο κυρίαρχος μηχανισμός που δημιουργεί τους 
μικροδορυφορικούς πολυμορφισμούς (Levinson and 
Gutman, 1987).
Στην περίπτωση που υφίσταται άνισος διασκελισμός σε 
περιοχές επαναλαμβανόμενου DNA μπορεί να υπάρξουν 
δραστικές αλλαγές, όπως η απώλεια ή η προσθήκη ενός 
μεγάλου αριθμού επαναλήψεων. Πράγματι, εξαιτίας της 
παρουσίας αυτών των επαναλαμβανόμενων μοτίβων του 
μικροδορυφορικού DNA είναι δυνατός ο σχηματισμός 
δομών φουρκέτας, κατά τη διάρκεια της σύναψης που 
λαμβάνει χώρα στη μειωτική διαίρεση. Αυτό σημαίνει 
ότι από κάθε ομόλογο χρωμόσωμα θα ανταλλάσσονται 
τμήματα άνισα σε μήκος και άρα το ένα ομόλογο 
χρωμόσωμα θα λαμβάνει ένα μεγαλύτερο τμήμα - 
λόγω του μεγαλύτερου αριθμού μικροδορυφορικών 
επαναλήψεων - και το άλλο ομόλογο χρωμόσωμα θα 
λαμβάνει ένα μικρότερο τμήμα - λόγω του μικρότερου 
αριθμού επαναλήψεων (Εικόνα 27).
Τέλος, κατά τη διάρκεια της αντιγραφής του DNA ή της 
επιδιόρθωσης λαθών που γίνονται κατά την αντιγραφή 
του, μπορεί να συμβεί ολίσθηση της DNA πολυμεράσης. 
Αν η ολίσθηση οδηγεί σε εσφαλμένο ζευγάρωμα βάσεων 
στη νεοσυντιθέμενη αλυσίδα, άρα στο σχηματισμό 
βρόγχου που περιέχει ν επαναλήψεις, και αυτό ακριβώς 
το εσφαλμένο ζευγάρωμα δεν αναγνωρισθεί από το 
σύστημα επιδιόρθωσης, τότε η νέα αλυσίδα DNA θα 
είναι κατά ν επαναλήψεις μεγαλύτερη. Αντίθετα, εάν 
η ολίσθηση οδηγεί σε εσφαλμένο ζευγάρωμα βάσεων 
στη μητρική αλυσίδα, άρα στο σχηματισμό βρόγχου που 
περιέχει ν επαναλήψεις, και αυτό ακριβώς το εσφαλμένο 
ζευγάρωμα δεν αναγνωρισθεί από το σύστημα 
επιδιόρθωσης, τότε η θυγατρική αλυσίδα θα είναι κατά 
ν επαναλήψεις μικρότερη (Εικόνα 28).
Γενικά, έχουν περιγραφεί υψηλά ποσοστά εμφάνισης 
ολίσθησης της DNA πολυμεράσης, αλλά τελικά φαίνεται 
πως οδηγούν σε μικρές μόνο μεταβολές του αριθμού 
των μικροδορυφορικών επαναλήψεων (Hentschel, 
1982; Streisinger and Owen, 1985; Schlötterer and 
Tautz, 1992). Ωστόσο, οι μεταλλάξεις στα γονίδια του 
συστήματος επιδιόρθωσης DNA μπορεί να αυξήσουν 
κατά πολύ (έως και 700 φορές) τη μικροδορυφορική 
αστάθεια στο βακτήριο E. coli (Bichara et al., 2000), 
στα κύτταρα των ζυμομυκήτων (Strand et al., 1993; Sia 
et al, 1997) και των θηλαστικών (Kolodner and Mar-
sischky, 1999), ενώ οι μεταλλάξεις που επηρεάζουν την 
επικράτεια του επιδιορθωτικού χαρακτήρα της DNA 
πολυμεράσης φαίνεται να σχετίζονται με ηπιότερους 
ρυθμούς δημιουργίας μικροδορυφορικής αστάθειας (Sia 
et al., 2000).
Μοντέλα μετάλλαξης των μικροδορυφόρων
Η εκτίμηση των διαφόρων παραμέτρων της γενετικής 
των πληθυσμών που βασίζεται στα δεδομένα 
αλληλομορφικών συχνοτήτων μικροδορυφορικών 
γενετικών τόπων, εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από 
το μοντέλο μικροδορυφορικών μεταλλάξεων που 
υιοθετείται. Αυτή η εξάρτηση είναι ισχυρή εξαιτίας του 
υψηλού μεταλλακτικού ρυθμού των μικροδορυφορικών 
γενετικών τόπων. 
Τα διάφορα μεταλλακτικά μοντέλα που εφαρμόζονται σε 
μικροδορυφορικά δεδομένα προκειμένου να εκτιμηθούν 
διάφορες πληθυσμιακές παράμετροι περιγράφονται 
παρακάτω:
1) Μοντέλο άπειρων αλληλομόρφων (Infinite Alleles 
Model [ΙΑΜ])
Εικόνα 27. Άνισος διασκελισμός μεταξύ ομόλογων χρωμοσωμάτων. Οι μαύρες και γκρι περιοχές των χρωμοσωμάτων αντιστοιχούν 
σε μικροδορυφορικές επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες.
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΕΙΣΑΓΩΓΗ
42
Σε αυτό το μοντέλο, κάθε μεταλλακτικό συμβάν 
δημιουργεί τυχαία ένα νέο αλληλόμορφο. Συνεπώς, τα 
μεταλλακτικά συμβάντα που λαμβάνουν χώρα στους 
μικροδορυφορικούς γενετικούς τόπους μεταβάλλουν, 
με τυχαίο τρόπο, τον αριθμό των επαναλήψεων. Για 
παράδειγμα, ένα μικροδορυφορικό αλληλόμορφο 
που φέρει 10 επαναλήψεις μπορεί να έχει στενή 
γενετική σχέση τόσο μ’ ένα αλληλόμορφο που φέρει 
15 επαναλήψεις όσο και μ’ ένα άλλο που φέρει 16 
επαναλήψεις. Δηλαδή, βάσει του συγκεκριμένου 
μοντέλου, η εγγύτητα που αφορά τον αριθμό των 
επαναλήψεων των μικροδορυφορικών αλληλομόρφων 
δεν υποδηλώνει και εγγύτερες φυλογενετικές σχέσεις. 
Αυτό είναι το κλασικό μοντέλο του Wright (1931), στο 
οποίο χρησιμοποιεί F-statistics (FST).
2) Μοντέλο βηματικής μετάλλαξης (Stepwise Mutation 
Model [SMM])
Όταν ένας μικροδορυφορικός γενετικός τόπος 
μεταλλάσσεται, κερδίζει ή χάνει επαναλήψεις. Αυτό 
συνεπάγεται ότι δύο αλληλόμορφα που διαφέρουν 
κατά μία μόνο επανάληψη συνδέονται με στενότερες 
εξελικτικές σχέσεις (δηλ. μοιράζονται ένα αρκετά 
πρόσφατο κοινό πρόγονο) συγκριτικά με αλληλόμορφα 
με τα οποία διαφέρουν σε πολλές επαναλήψεις. O Slatkin 
(1995) πρότεινε ένα μέτρο γενετικής διαφοροποίησης 
(RST), παρόμοιο με αυτό του Wright (1951) (FST) και του 
Nei (1973) (GST), βασισμένο στο μοντέλο βηματικής 
μετάλλαξης (SMM). 
Το SMM συνήθως προτιμάται όταν πρόκειται να 
προσδιοριστούν σχέσεις μεταξύ ατόμων, με εξαίρεση 
Εικόνα 28. Ολίσθηση της DNA πολυμεράσης κατά τη διάρκεια της αντιγραφής του DNA. Στο σχήμα, το αρχικό μόριο DNA φέρει 
8 επαναλήψεις του δινουκλεοτιδικού μοτίβου CA. Η ολίσθηση της DNA πολυμεράσης 3 επαναλήψεις κατά την αντιγραφή οδηγεί 
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όμως τις περιπτώσεις παρουσίας ομοπλαστικών 
αλληλομόρφων (δηλ. αλληλομόρφων που είναι 
πανομοιότυπα λόγω κατάστασης και όχι λόγω 
καταγωγής). Τα ομοπλαστικά αλληλόμορφα 
μπορούν να αλλοιώσουν σοβαρά τα συμπεράσματα 
πληθυσμιακών μελετών που εμπλέκουν υψηλούς 
μεταλλακτικούς ρυθμούς και  μεγάλα πληθυσμιακά 
μεγέθη, σε συνδυασμό με ισχυρούς περιορισμούς στα 
αλληλομορφικά μεγέθη (Estoup et al., 2002). Το μοντέλο 
που περιγράφεται από τον Slatkin (1995) ομαδοποιεί τα 
άτομα ανάλογα με τον αριθμό των επαναλήψεων.
3) Μοντέλο δύο φάσεων (Two Phase Model [TPM])
O Di Rienzo και οι συνεργάτες του (1994) εισήγαγαν 
το μοντέλο αυτό ως επέκταση του προηγούμενου 
μοντέλου (SMΜ). Το συγκεκριμένο μοντέλο αναφέρει 
ότι τα περισσότερα συμβάντα μεταλλάξεων έχουν 
ως αποτέλεσμα την αύξηση ή τη μείωση μίας μόνο 
επαναλαμβανόμενης μονάδας, αν και επίσης μπορεί να 
προκύψουν σπάνιες αλληλομορφικές μεταβολές ενός 
μεγάλου αριθμού μικροδορυφορικών επαναλήψεων.
4) Μοντέλο K-αλληλομόρφων (Κ-alleles Model [KAM])
Οι Crow και Kimura (1970) πρότειναν το μοντέλο 
Κ-αλληλομόρφων, το οποίο υποθέτει ότι εάν 
υπάρχουν κ πιθανά αλληλόμορφα σε ένα συγκεκριμένο 
μικροδορυφορικό γενετικό τόπο, τότε η πιθανότητα 
ενός συγκεκριμένου αλληλομόρφου να μεταλλαχθεί σε 
οποιοδήποτε άλλο είναι: 
μ / κ - 1
όπου μ είναι ο ρυθμός μεταλλακτικότητας του 
συγκεκριμένου μικροδορυφορικού γενετικού τόπου.
Προέλευση των μικροδορυφόρων
Η γένεση των μικροδορυφόρων στα γονιδιώματα 
φαίνεται να μην είναι τυχαία, όπως επίσης φαίνεται να 
χαρακτηρίζεται από μία έλλειψη ισορροπίας μεταξύ των 
μηχανισμών που παρεμποδίζουν τη δημιουργία τους 
και εκείνων που την προάγουν (Bhargava and Fuentes, 
2010). Οι μικροδορυφόροι μπορεί να προκύψουν με 
τους εξής δύο τρόπους: 
α) De novo. Σ’ αυτή την περίπτωση οι μικροδορυφόροι 
προκύπτουν αυθόρμητα από μοναδικές αλληλουχίες 
του γονιδιώματος ή εντός μοναδικών αλληλουχιών του 
γονιδιώματος (Messier et al., 1996). 
β) Επίκτητα. Σ’ αυτή την περίπτωση πρωτογενείς 
μορφές μικροδορυφόρων (πρωτο-μικροδορυφόροι) 
μεταφέρονται από μεταθετά στοιχεία σε άλλη, δεκτική 
περιοχή του γονιδιώματος (Wilder and Hollocher, 2001).
Διάφορες μελέτες έχουν καταλήξει στο συμπέρασμα 
ότι απαιτείται ένας ελάχιστος αριθμός επαναλήψεων 
(πρωτο-μικροδορυφόροι) προκειμένου η ολίσθηση της 
DNA πολυμεράσης να αυξήσει τελικά τον αριθμό των 
επαναλήψεων (Rose and Falush, 1998; Messier et al., 
1996). Ο πρωτο-μικροδορυφόρος είναι ένα σύντομο 
ενδιάμεσο στάδιο με 3 έως 4 επαναλαμβανόμενες 
μονάδες εντός μιας απλής αλληλουχίας, οι οποίες 
εκτείνονται ακατάστατα χωρίς μία σαφή διαδοχική 
διάταξη (Buschiazzo and Gemmell, 2006).  Αρχικά, οι 
πρωτο-μικροδορυφόροι θεωρούνταν ότι προέρχονται 
από υποκαταστάσεις βάσεων και χρησίμευαν ως 
υποστρώματα για περαιτέρω προέκταση (Messier et 
al., 1996). Ωστόσο, μελέτες που ακολούθησαν έδειξαν 
ότι οι πρωτο-μικροδορυφόροι σχηματίζονται όχι μόνο 
από νουκλεοτιδικές υποκαταστάσεις, αλλά επίσης και 
μέσω συμβάντων ένθεσης ή διαγραφής νουκλεοτιδίων 
(Dieringer and Schlotterer, 2003). Αυτή η υπόθεση 
υποστηρίζεται από την παρατήρηση ότι οι ενθέσεις 
τείνουν να αντιγράφουν παρακείμενες βάσεις και ως 
εκ τούτου να δημιουργούν ένα πρωτο-μικροδορυφόρο 
(Zhu, et al., 2000; Nishizawa and Nishizawa, 2002). Όλα 
τα παραπάνω καταδεικνύουν ότι οι διαδικασίες που 
οδηγούν στην επιμήκυνση των μικροδορυφορικών 
τόπων, και άρα στη δημιουργία πολυμορφισμών, 
ξεκινούν από λίγες επαναλήψεις.
Πιστεύεται ότι οι επίκτητοι μικροδορυφόροι 
προκύπτουν μέσω των μεταθετών στοιχείων, που είναι 
άφθονα στα ευκαρυωτικά γονιδιώματα και ικανά να 
διαμορφώσουν την εξέλιξή τους. Τα μεταθετά στοιχεία 
μπορεί να περιέχουν μία ή περισσότερες θέσεις με 
προδιάθεση στο σχηματισμό μικροδορυφόρων και ως 
εκ τούτου ευνοούν τη διασπορά τους στα γονιδιώματα. 
Η επίδραση των μεταθετών στοιχείων στη γένεση των 
μικροδορυφορικών επαναλήψεων είναι περισσότερο 
γνωστή στην οικογένεια των μεταθετών στοιχείων Alu 
SINEs (Arthrobacter luteus Short Interspersed Elements) 
τα οποία απαντώνται σε αφθονία στα γονιδιώματα 
των πρωτευόντων. Τα στοιχεία αυτά είναι πιθανό να 
συμβάλλουν στη γένεση των μικροδορυφόρων λόγω 
της παρουσίας περιοχών πλούσιων σε αδενίνη (Α) τόσο 
εντός της αλληλουχίας τους όσο και στο 3’-άκρο τους 
(Arcot et al., 1995). Πράγματι, η πολυαδενυλιωμένη 
περιοχή του 3’-άκρου [poly(A) tract] των μεταθετών 
στοιχείων των οικογενειών SINEs/LINEs των θηλαστικών 
υπόκειται συχνά σε λάθη κατά την αντίστροφη 
μεταγραφή, κάτι που μπορεί να οδηγήσει στη γένεση 
πρωτο-μικροδορυφορικών αλληλουχιών πλούσιων σε 
αδενίνη (Α). Τελικά, αυτοί οι πρωτο-μικροδορυφόροι θα 
αποτελέσουν την ελάχιστη βάση για την επέκταση των 
μικροδορυφορικών αλληλουχιών και τη συνακόλουθη 
δημιουργία των πολυμορφισμών τους, μέσω της 
ολίσθησης της DNA πολυμεράσης (Buschiazzo and 
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Gemmell, 2006). Πάντως, η υψηλή πυκνότητα των 
μεταθετών στοιχείων στα γονιδιώματα δεν συμπίπτει 
απαραίτητα με την υψηλή πυκνότητα μικροδορυφόρων 
(Schlötterer, 2000; Lin et al., 1999), και επομένως ο ρόλος 
τους στη γένεσή τους παραμένει αμφίβολος.
Θα  πρέπει να υπάρχουν περισσότεροι του ενός 
μηχανισμοί σε κάθε συγκεκριμένη θέση του 
γονιδιώματος που να σχετίζονται με τη δημιουργία 
ενός μικροδορυφόρου (Buschiazzo and Gemmell, 2006). 
Επίσης, η διαφορική γονιδιωματική κατανομή των 
μικροδορυφόρων ρίχνει φως στην διακύμανση του 
ρυθμού δημιουργίας τους, καθώς και στις επιλογικές 
δυνάμεις που ενεργούν ενάντια στην ύπαρξή τους σε 
συγκεκριμένες περιοχές του γονιδιώματος. (Tóth et 
al., 2000; Katti et al., 2001; Cruz et al., 2005; Metzgar 
et al., 2002). Έτσι, σε ορισμένες κωδικοποιητικές 
περιοχές μικροδορυφόροι με τρι- και εξανουκλεοτιδικά 
επαναλαμβανόμενα μοτίβα βρέθηκαν συχνότερα 
από ό,τι αναμενόταν, κι’ αυτό διότι η προσθήκη ή 
η διαγραφή αυτών των μοτίβων δεν επηρέαζε το 
αναγνωστικό πλαίσιο των συγκεκριμένων περιοχών 
(Metzgar et al., 2000). Εναλλακτικά, μερικά μόρια όπως 
το RNA παρεμβολής (RNA interference ή RNAi) ή οι 
αντιρετροϊκές πρωτεΐνες (antiretroviral resistance pro-
teins) μπορεί να ενεργούν ενάντια στη διασπορά των 
μεταθετών στοιχείων, παρεμποδίζοντας παράλληλα 
και τη διασπορά στα γονιδιώματα μικροδορυφορικών 
αλληλουχιών που τυχόν σχετίζονται με αυτά (Robert et 
al., 2005; Bogerd et al., 2006).
Κατανομή των μικροδορυφόρων στο γονιδίωμα
Η γνώση της κατανομής των μικροδορυφορικών 
προτύπων μπορεί να βοηθήσει στην κατανόηση της 
εξελικτικής πορείας αυτών των επαναλήψεων. Οι 
μικροδορυφορικοί γενετικοί τόποι δεν κατανέμονται 
τυχαία στα γονιδιώματα, εξαιτίας των διαφορών 
στις συχνότητες  των    κωδικοποιητικών    και μη 
κωδικοποιητικών αλληλουχιών τους (Arcot et al., 
1995; Wilder and Hollocher, 2001) και των πιθανών 
λειτουργικών ρόλων των διαφόρων μικροδορυφορικών 
επαναλήψεων (Valle, 1993). Η συχνότητα των 
μικροδορυφόρων ποικίλλει ανά ταξινομική ομάδα, 
από την άποψη του απόλυτου αριθμού των 
μικροδορυφορικών γενετικών τόπων, αλλά και των 
επικρατούντων επαναλήψεων (Hancock, 1999). Για 
παράδειγμα, όσον αφορά το συνολικό αριθμό των 
μικροδορυφορικών γενετικών τόπων στα φυτά του 
γένους Arabidopsis και στο φυτό του καλαμποκιού (Zea 
mays) εκτιμάται ότι αυτός αντιπροσωπεύει το 0,85% και 
0,37% του γονιδιώματος αντίστοιχα, ενώ για παράδειγμα 
στα ψάρια Tetraodon nigroviridis και Fugu rubripes το 3,21% 
και 2,12% αντίστοιχα (Crollius et al., 2000). Επίσης, όσον 
αφορά το είδος των επικρατούντων μικροδορυφορικών 
επαναληπτικών μοτίβων, για παράδειγμα, σε όλα τα 
σπονδυλωτά τα περισσότερο κοινά τρινουκλεοτιδικά 
μοτίβα είναι πλούσια σε γουανίνη (G) και κυτοσίνη (C), 
ενώ στους μύκητες είναι πλούσια σε αδενίνη (Α) και 
θυμίνη (Τ) (Tóth et al., 2000). Η μη τυχαία κατανομή 
των μικροδορυφόρων στα γονιδιώματα αναλύεται στις 
παρακάτω συνιστώσες:   
α) Φαίνεται να υπάρχει μία θετική γραμμική σχέση μεταξύ 
της συχνότητας των μικροδορυφορικών γενετικών 
τόπων και του ποσοστού τού DNA ενός αντιγράφου, 
γεγονός το οποίο υποδηλώνει ότι οι μικροδορυφόροι 
θα πρέπει να εμφανίζονται συχνότερα εντός μίας DNA 
αλληλουχίας ενός αντιγράφου, από ότι εντός μίας 
επαναλαμβανόμενης στο γονιδίωμα αλληλουχίας DNA 
(Morgante et al., 2002). Η παραπάνω θέση, αν και πολύ 
ενδιαφέρουσα, έρχεται σε αντίθεση με μελέτες οι οποίες 
βεβαιώνουν ότι οι μικροδορυφόροι είναι στοιχεία που 
προέρχονται από επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες 
(Schlötterer and Harr, 2000).
β) Οι κωδικοποιητικές περιοχές του γονιδιώματος 
αναμένεται να έχουν χαμηλή πυκνότητα 
μικροδορυφορικών γενετικών τόπων, γιατί 
διαφορετικά, εξαιτίας του μεγάλου μεταλλακτικού 
ρυθμού των τελευταίων, οι περιοχές αυτές μπορούν να 
υποστούν σημαντική αλλοίωση χάνοντας πιθανότατα 
τη λειτουργικότητά τους. Συγκριτικές μελέτες σε 
κωδικοποιητικές και μη κωδικοποιητικές περιοχές 
διαφόρων ειδών έχουν επιβεβαιώσει αυτή την υπόθεση, 
δείχνοντας ότι κυρίως τρι- και εξανουκλεοτιδικά μοτίβα 
βρίσκονται στις κωδικοποιητικές περιοχές. Αντίθετα, 
οι άλλοι τύποι επαναλήψεων παρουσιάζουν πολύ 
μικρότερες συχνότητες στις κωδικοποιητικές περιοχές 
συγκριτικά με τις μη κωδικοποιητικές περιοχές. 
Αυτό σημαίνει ότι οι επιλογικές δυνάμεις έναντι των 
μεταλλάξεων που προκαλούν αλλαγή του αναγνωστικού 
πλαισίου ενός γονιδίου περιορίζουν την παρουσία 
μικροδορυφόρων στις περιοχές κωδικοποίησης, ενώ 
μικροδορυφορικές επαναλήψεις πολλαπλάσιες του τρία 
μπορούν να απαντώνται εξ ίσου σε κωδικοποιητικές και 
μη περιοχές (Metzgar et al., 2000).
γ) Η πυκνότητα τέλειων και ατελών μικροδορυφόρων σε 
γονιδιωματικές περιοχές των φυτών Arabidopsis thaliana, 
Oryza sativa, Glycine max, Zea mays και Triticum aestivum 
έχει αξιολογηθεί και επιβεβαιωθεί, αντίστοιχα, σε δύο 
συγκριτικές μελέτες (Metzgar et al., 2000; Morgante et 
al., 2002). Και οι δύο έδειξαν ότι φαίνεται να ασκούνται 
διαφορετικές επιλογικές πιέσεις μεταξύ των 5’- και 3’- μη 
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μεταφραζόμενων ρυθμιστικών περιοχών των γονιδίων 
(Untranslated Regions [UTRs]) και των ανοιχτών 
αναγνωστικών πλαισίων (Open Reading Frames 
[ORFs]) των μεταγραφικών τους μονάδων. Πράγματι, 
διαπιστώθηκε ότι οι μικροδορυφορικές συχνότητες 
στην περιοχή 3’-UTR ήταν υψηλότερες από αυτές 
που αναμενόταν για το σύνολο του γονιδιώματος των 
συγκεκριμένων φυτικών οργανισμών και οφείλονταν 
κυρίως στην παρουσία τρι- και τετρανουκλεοτιδικών 
επαναλήψεων. Επιπλέον, η περιοχή 5’-UTR εμφάνισε 
μικροδορυφορικές συχνότητες υψηλότερες σε σχέση 
με άλλες γονιδιωματικές περιοχές, που οφειλόταν στην 
παρουσία δι- και τρινουκλεοτιδικών επαναλήψεων 
(κυρίως AG/CT και ΑΑG/CTT), χαμηλότερες όμως από 
εκείνες της 3’-UTR περιοχής. Τα συγκεκριμένα ευρήματα, 
λοιπόν, ανέδειξαν μία καταρχήν εντονότερη επιλογική 
πίεση έναντι των μικροδορυφορικών αλληλουχιών που 
απαντώνται στις τάξεις των ανοιχτών αναγνωστικών 
πλαισίων των μεταγραφικών μονάδων των γονιδίων, σε 
σύγκριση με αυτές τις μικροδορυφορικές αλληλουχίες 
που απαντώνται στις μη μεταφραζόμενες ρυθμιστικές 
περιοχές τους. Επίσης, ανέδειξαν διαφορές στην 
ασκούμενη επιλογική πίεση μεταξύ των 5’-UTR και 
των 3’-UTR περιοχών, με την 5’-UTR περιοχή να 
δέχεται τη μεγαλύτερη. Συγκεκριμένα, αυτή η διαφορά 
συσχετίσθηκε με την υψηλότερη συχνότητα εμφάνισης 
στην 5’-UTR περιοχή των μικροδορυφορικών 
επαναληπτικών μοτίβων CT/CTT, συγκριτικά με την 
3’-UTR περιοχή. Κι αυτό διότι το δινουκλεοτιδικό 
μικροδορυφορικό μοτίβο (CT)n φαίνεται να παίζει ένα 
σημαίνοντα ρόλο, αφού σε κάποια γονίδια του φυτού 
του γένους Arabidopsis πιθανότατα να αναμειγνύεται 
ενεργά στην αντινοηματική μεταγραφή (anti-sense tran-
scription) (Kashi and Soller, 1999).  
δ) Η διαφορική κατανομή των μικροδορυφόρων στα 
διάφορα γονιδιώματα δεν αντανακλά απλώς τη σύνθεση 
των τελευταίων, αλλά και το σύστημα επιδιόρθωσης 
DNA του κάθε είδους, το οποίο προσδιορίζει σε 
σημαντικό βαθμό αυτή καθαυτή τη μικροδορυφορική 
κατανομή (Oliveira et al., 2006).
ε) Μια λεπτομερής μικροδορυφορική ανάλυση σε 
διάφορες ευκαρυωτικές ταξινομικές ομάδες αποκάλυψε 
υψηλή ταξινομική εξειδίκευση στην κατανομή 
διαφορετικών τύπων επαναληπτικών προτύπων 
(από μονο-  έως εξανουκλεοτιδικά επαναληπτικά 
πρότυπα) στις κωδικοποιητικές και μη κωδικοποιητικές 
αλληλουχίες, σε ιντρόνια και διαγονιδιακές περιοχές. 
Σύμφωνα με τη συγκεκριμένη συγκριτική μελέτη 
ο συνολικός αριθμός των μικροδορυφορικών 
επαναλήψεων κυμαίνεται από 13.889 στα τρωκτικά της 
τάξης Rodentia (κατά προσέγγιση 429/Mb, εξαιρουμένων 
των μονονουκλεοτιδικών επαναλήψεων), σε 4.139 στα 
Εμβρυόφυτα (154/Mb), σε 3.004 στο μύκητα Sacharomy-
ces cerevisiae (99/Mb) και σε 2.139 στο νηματώδη Caer-
norhabditis elegans (88/Mb) (Tóth et al., 2000). Αυτή η 
ταξινομική εξειδίκευση μπορεί εν μέρει να εξηγηθεί από 
την αλληλεπίδραση των μεταλλακτικών μηχανισμών 
και της διαφορετικής ασκούμενης επιλογικής πίεσης. 
Τα συσσωρευμένα εμπειρικά στοιχεία δείχνουν ότι οι 
μικροδορυφορικές αλληλουχίες είναι πιο άφθονες και 
μεγαλύτερου μήκους στα σπονδυλωτά από ότι στα 
ασπόνδυλα και επιπλέον ότι μεταξύ των σπονδυλωτών 
οι μεγαλύτερου μήκους μικροδορυφορικές αλληλουχίες 
εντοπίζονται στα ψυχρόαιμα είδη (Chambers and MacA-
voy, 2000).
ζ) Έχει παρατηρηθεί μια αρκετά μειωμένη πυκνότητα 
μικροδορυφορικών δινουκλεοτιδικών επαναλήψεων 
γύρω από το κεντρομέρος του χρωμοσώματος 2 
του Arabidopsis thaliana (Lin et al., 1999). Η τάση 
αυτή καταγράφηκε και στη δροσόφιλα (Pardue 
et al., 1987; Lowenhaupt et al., 1989). Το γεγονός 
της υποεκπροσώπησης των μικροδορυφόρων στις 
κεντρομερικές χρωμοσωμικές περιοχές, οι οποίες έχουν 
υψηλή πυκνότητα μεταθετών στοιχείων, είναι κάτι που 
έρχεται σε αντίθεση με τη συσχέτιση των τελευταίων με 
τις γενεσιουργές διαδικασίες των μικροδορυφορικών 
αλληλουχιών (Nadir et al., 1996). Και αυτό διότι εάν 
όντως υπάρχει αιτιώδης συσχέτιση μεταξύ της γένεσης 
των μικροδορυφορικών αλληλουχιών και της ένθεσης 
τρανσποζονίων, θα ήταν αναμενόμενη μια εντονότερη 
παρουσία μικροδορυφορικών γενετικών τόπων στις 
κεντρομερικές περιοχές των χρωμοσωμάτων.
η) Τέλος, μη τυχαία κατανομή παρουσιάζουν οι 
μικροδορυφορικές αλληλουχίες οι οποίες τείνουν να 
σχηματίσουν συστοιχία. Τέτοιοι μικροδορυφόροι, 
που δεν κατανέμονται τυχαία σε αλληλουχίες DNA με 
μέγεθος μικρότερο των 15 kb (Bachtrog et al., 1999), 
βρέθηκαν στη δροσόφιλα. Ομοίως, η κλωνοποίηση 
μικροδορυφόρων συχνά αποκαλύπτει περισσότερες 
από μία μικροδορυφορικές αλληλουχίες σ΄ ένα κλώνο, 
κάτι που δείχνει ότι οι μικροδορυφόροι μπορεί να 
οργανώνονται σε συστοιχίες (Estoup et al., 1999).
Λειτουργικός ρόλος των μικροδορυφόρων
Οι μικροδορυφόροι μπορούν είτε να μην έχουν 
επίδραση στα γονιδιώματα είτε να επιτελούν 
σημαντικές λειτουργίες σ’ αυτά. Πάντως, η θέση του 
μικροδορυφορικού DNA στο γονιδίωμα είναι αυτή 
που καθορίζει το λειτουργικό του ρόλο (Li et al., 2002) 
(Εικόνα 29).
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Η κατανομή των μικροδορυφορικών αλληλουχιών 
στα γονιδιώματα υποδεικνύει ένα πιθανό ρόλο 
στην οργάνωση της χρωμοσωμικής δομής, η οποία 
εξειδικεύεται σε κάθε ταξινομική βαθμίδα. Για 
παράδειγμα, στο σιτάρι και τη σίκαλη τα σήματα 
υβριδισμού διάφορων μικροδορυφόρων βρέθηκαν σε 
συναφείς χρωμοσωμικές θέσεις ανεξάρτητα από το 
μοτίβο, δείχνοντας παραπλήσια πρότυπα κατανομής 
τους στο γονιδίωμα. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι 
αυτοί οι μικροδορυφόροι έχουν ένα ιδιαίτερο ρόλο στη 
χρωμοσωμική οργάνωση των συγκεκριμένων ειδών και 
αποτελούν πιθανότατα ένα αρχέγονο γονιδιωματικό 
συστατικό της φυλής τους (Triticeae), το οποίο και 
διατηρήθηκε (Cuadrado and Schwarzacher, 1998).
2) Δομή DNA: 
Φαίνεται πως οι μικροδορυφορικές αλληλουχίες 
είναι ικανές να σχηματίζουν ένα μεγάλο αριθμό από 
ασυνήθιστα δομικά πρότυπα που περιλαμβάνουν 
τόσο απλές όσο και πολύπλοκες αναδιπλώσεις. 
Για παράδειγμα, έχει βρεθεί ότι μεγάλου μήκους 
αλληλουχίες των επαναληπτικών μοτίβων CAG και CTG 
δημιουργούν ασυνήθιστες δευτεροταγείς δομές μετά 
από αποδιάταξη και επακόλουθη επαναδιάταξή τους 
(Pearson and Sinden, 1996). Ο σχηματισμός τέτοιων 
σταθερών δομών διευκολύνει την εκτύλιξη του DNA 
και επίσης παρέχει εξειδικευμένα μοτίβα αναγνώρισής 
του από συγκεκριμένες πρωτεΐνες που εμπλέκονται στη 
μεταγραφική διαδικασία (Catasti et al., 1999).
3) Κεντρομερικές περιοχές:
Οι κεντρομερικές περιοχές των χρωμοσωμάτων 
αρκετών ειδών αποτελούνται από πολλές διαδοχικές 
επαναλήψεις οι οποίες επηρεάζουν την οργάνωση του 
κεντρομέρους. Παραδείγματος χάριν, μεγάλου μήκους 
μικροδορυφορικές αλληλουχίες που συγκροτούνται 




Εικόνα 29. Σχηματική περιγραφή της λειτουργικής δράσης των μικροδορυφόρων.
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επαναλαμβανόμενα μοτίβα, έχουν έντονη παρουσία 
στις κεντρομερικές περιοχές της ντομάτας (Solanum 
lycopersicum) (Areshchenkova and Ganal, 1999) και 
του ζαχαρότευτλου (Beta vulgaris) (Schmidt and Hes-
lop-Harrison, 1996). Επίσης, έχει βρεθεί ότι στα μίνι-
χρωμοσώματα της δροσόφιλας οι περιοχές DNA οι οποίες 
βρίσκονται εκατέρωθεν των κεντρομερικών περιοχών 
τους αποτελούνται κυρίως από επαναλαμβανόμενες 
αλληλουχίες και ότι ο αριθμός των επαναλήψεων που 
απαιτείται για την κανονική μεταβίβασή τους διαφέρει 
μεταξύ των τύπων κυτταρικής διαίρεσης και μεταξύ των 
φύλων (Murphy and Karpen, 1995).
Το ευρύ φάσμα των επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών 
που απαντώνται στις κεντρομερικές περιοχές των 
χρωμοσωμάτων, και ιδιαιτέρως οι επαναλήψεις 
υψηλής τάξης, φαίνεται να είναι ένα κοινό οργανωτικό 
χαρακτηριστικό των κεντρομερικών περιοχών πολλών 
ειδών. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει επίσης ότι οι 
εξελικτικοί μηχανισμοί που γενούν και διατηρούν 
επαναλήψεις υψηλής τάξης και οργάνωσης είναι 
συντηρημένοι μεταξύ των γονιδιωμάτων των διαφόρων 
ειδών (Janzen et al., 1999).
Ρύθμιση μεταβολικών διεργασιών του DNA
1) Αντιγραφή DNA:
Οι μικροδορυφορικές αλληλουχίες φαίνεται να 
επηρεάζουν την αντιγραφή του DNA (Field and Wills, 
1998). Έχει βρεθεί ότι σε κύτταρα αρουραίου ο γονιδιακός 
πολλαπλασιασμός σταματά μέσα σε ένα συγκεκριμένο 
θραύσμα το οποίο αποτελείται από 27 επαναλήψεις του 
δινουκλεοτιδικού μοτίβου GA και άλλες 27 επαναλήψεις 
του δινουκλεοτιδικού μοτίβου TC [(GA)27(TC)27]. Αυτή η 
μικροδορυφορική αλληλουχία εντοπίσθηκε στο τέλος 
του αμπλικονίου και σε συνδυασμό με την ανεστραμμένη 
επανάληψή της μπορεί να αποτελέσει μια περιοχή στην 
οποία σταματά η αντιγραφή του DNA in vivo.
2) Κυτταρικός κύκλος:
Έχει βρεθεί ότι οι μικροδορυφορικοί γενετικοί τόποι 
μπορούν να επηρεάσουν τα ένζυμα που ελέγχουν τον 
κυτταρικό κύκλο. Πράγματι, το ανθρώπινο γονίδιο 
CHK1 διαδραματίζει ενεργό ρόλο στον έλεγχο της 
προόδου του κυτταρικού κύκλου και η κωδικοποιητική 
του περιοχή περιέχει 9 επαναλήψεις αδενίνης [(Α)9] (Co-
degoni et al., 1999). Αυτή η περιοχή αποτελεί μια πιθανή 
θέση μεταλλάξεων σε καρκινικούς όγκους (Bertoni et al., 
1999). Έτσι, αλλοιώσεις στο γονίδιο CHK1 συνδέονται 
με καρκίνους του εντέρου και του ενδομητρίου και 
αποδίδονται στην παρουσία ενός υψηλού βαθμού 
μικροδορυφορικής αστάθειας της πολυαδενυλιωμένης 
περιοχής. Στην ουσία οι τροποποιήσεις του γονιδίου 
CHK1 παρέχουν τη δυνατότητα στα καρκινικά κύτταρα 
να ξεφεύγουν από τον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου 
(Bertoni et al., 1999).
3) Ανασυνδυασμός:
Πολυάριθμες μινι- και μικροδορυφορικές αλληλουχίες 
έχουν προταθεί ως θερμές περιοχές (hot spots) 
ανασυνδυασμού (Jeffreys et al., 1998; Templeton et 
al., 2000). Οι μικροδορυφορικές αλληλουχίες που 
αποτελούνται από δινουκλεοτιδικές επαναλήψεις 
φαίνεται πως αποτελούν προνομιακές θέσεις 
ανασυνδυασμού, λόγω της στενής τους συγγένειας με 
τα ένζυμα ανασυνδυασμού (Biet et al., 1999). Έχει βρεθεί 
ότι οι δινουκλεοτιδικές επαναλήψεις GT, CA, CT, GA, 
GC, ή AT (στις οποίες δεσμεύονται πρωτεΐνες) μπορούν 
να συμμετέχουν στη διαδικασία του ανασυνδυασμού, 
επάγοντας τη Ζ-διαμόρφωση ή άλλες δευτεροταγείς 
δομές του DNA (Karlin et al., 1998; Biet et al., 1999). 
Επίσης, ορισμένες μικροδορυφορικές αλληλουχίες 
μπορούν να επηρεάζουν τον ανασυνδυασμό, μέσω της 
απευθείας επίδρασής τους στο μόριο του DNA. Επιπλέον, 
κάτι άλλο που φαίνεται να επηρεάζει τον ανασυνδυασμό 
είναι ο αριθμός των επαναλήψεων. Για παράδειγμα, στο 
ζυμομύκητα η μικροδορυφορική αλληλουχία (GT)39, στο 
γενετικό τόπο ARG4, βρέθηκε ότι αυξάνει τη γονιδιακή 
μετατροπή. Η μικροδορυφορική αλληλουχία φαίνεται 
να προκαλεί το σχηματισμό πολλαπλών διασκελισμών, 
αλλά δεν φαίνεται να ασκεί επίδραση στους απλούς 
διασκελισμούς (Gendrel et al., 2000).
Και αυτή η μικροδορυφορική λειτουργία είναι πολύ 
σημαντική, για το λόγο ότι επιτρέπει στους πληθυσμούς 
να ανακτούν τη γενετική ποικιλομορφία που χάνουν 
μέσω της τυχαίας γενετικής παρέκκλισης και να 
προσαρμόζονται ταχύτατα στις εξελικτικές απαιτήσεις 
(Foster and Trimarchi, 1994; Rosenberg et al., 1994).
4) Σύστημα MMR:
Οι πρωτεΐνες MMR (Μismatch Repair) διορθώνουν 
τα σφάλματα της αντιγραφής και αναστέλλουν 
ενεργά τον ανασυνδυασμό μεταξύ αλληλουχιών που 
διαφέρουν (Chen and Jinks-Robertson, 1998; Kolodner 
and Marsischky, 1999), ελέγχοντας έτσι τους ρυθμούς 
μεταλλαξιγένεσης και εξελικτικής προσαρμογής. Ο 
εντοπισμός της μονονουκλεοτιδικής μικροδορυφορικής 
αλληλουχίας (Α)n στην κωδική περιοχή των μικρών MMR 
γονιδίων (MSH3, MSH6, PMS2 και MLH3) αποτελεί κοινό 
χαρακτηριστικό μεταξύ των ευκαρυωτικών οργανισμών, 
συμπεριλαμβανομένων των Homo sapiens, Mus muscu-
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lus, S. cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, D. melano-
gaster, A. thaliana και του προκαρυωτικού οργανισμού 
E. coli. Μικρές μικροδορυφορικές αλληλουχίες των 7 
μονονουκλεοτιδικών επαναλήψεων [(Α)7] βρέθηκαν 
σποραδικά στα μεγάλα MMR γονίδια (MSH2 ή 
MLH1). Αντίθετα, οι μεγαλύτερες μικροδορυφορικές 
αλληλουχίες, που είναι και οι περισσότερο επιρρεπείς 
στις μεταλλάξεις, απαντώνται αποκλειστικά στα 
μικρά MMR γονίδια (Chang et al., 2001). Δεδομένου 
του γεγονότος ότι οι μικροδορυφορικές αλληλουχίες 
είναι εξαιρετικά ευάλωτες σε αυθόρμητες μεταλλάξεις 
ένθεσης ή διαγραφής βάσεων και ότι στην περίπτωση 
αυτή βρίσκονται εντός των κωδικών περιοχών των 
γονιδίων, είναι δυνατόν να προκαλέσουν  μετατόπιση του 
αναγνωστικού πλαισίου και απώλεια της λειτουργικής 
δράσης των συγκεκριμένων MMR πρωτεϊνών (Moxon 
et al., 1994). Τα αποτελέσματα μιας μελέτης έδειξαν 
σημαντικά υψηλότερους μεταλλακτικούς ρυθμούς στις 
μεγαλύτερου μήκους μικροδορυφορικές αλληλουχίες 
των μικρών MMR πρωτεϊνών σε κύτταρα ποντικού και 
ανθρώπου (Yamada et al., 2002). Έτσι, η απώλεια της 
δραστικότητας σε κάθε μια από αυτές τις μικρές MMR 
πρωτεΐνες προκαλεί τη δημιουργία ευπαθέστερων 
μεταλλαγμένων φαινοτύπων σε σχέση με αυτούς που 
εμφανίζονται από των απώλεια της δραστικότητας των 
μεγάλων MMR πρωτεϊνών (MSH2 ή MLH1). Ένας υψηλός 
ρυθμός μεταλλάξεων μετατόπισης αναγνωστικού 
πλαισίου που αδρανοποιούν τα μικρά MMR γονίδια 
θα έδινε μία γενεά ατόμων που θα εμφάνιζαν 
ελαφρώς αυξημένους μεταλλακτικούς ρυθμούς. Έχει 
διατυπωθεί η άποψη ότι η εξαιρετικά έντονη παρουσία 
μικροδορυφορικών αλληλουχιών στα μικρά MMR 
γονίδια αντιπροσωπεύει έναν γενετικό διακόπτη που 
επιτρέπει τη ρύθμιση του μεταλλακτικού ρυθμού με τον 
εξελικτικό χρόνο (Chang et al., 2001).
Ρύθμιση της γονιδιακής δραστηριότητας        
     
1) Μεταγραφή DNA:
Πολλές μελέτες έχουν δείξει ότι οι μικροδορυφορικές 
αλληλουχίες που βρίσκονται σε περιοχές υποκινητών 
μπορούν να επηρεάσουν τη δραστηριότητα των 
γονιδίων. Για παράδειγμα, έχει δειχθεί ότι οι 
μικροδορυφορικές αλληλουχίες που βρίσκονται σε 
ιντρονικές περιοχές μπορούν και αυτές να επηρεάσουν 
τη γονιδιακή δραστηριότητα. Χαρακτηριστικά, ο 
πολυμορφικός μικροδορυφορικός γενετικός τόπος 
HUMTH01 που εντοπίσθηκε στο πρώτο ιντρόνιο του 
γονιδίου της υδροξυλάσης της τυροσίνης και ο οποίος 
συγκροτείται από το βασικό τετρανουκλεοτιδικό μοτίβο 
TCAT, δρα ως ένα ρυθμιστικό στοιχείο της μεταγραφής 
(Meloni et al., 1998). Κάτι που υπογραμμίζει τον πιθανό 
ενεργό ρόλο των μικροδορυφορικών γενετικών τόπων 
στη ρύθμιση της μεταγραφής, είναι το γεγονός ότι οι 
μικροδορυφορικοί γενετικοί τόποι με τρινουκλεοτιδικό 
βασικό επαναληπτικό μοτίβο απαντώνται σε περίσσεια 
σε ρυθμιστικά γονίδια που σχετίζονται με τη μεταγραφή 
και τη μεταγωγή σήματος, ενώ υποεκπροσωπούνται σε 
γονίδια δομικών πρωτεϊνών (Young et al., 2000).
2) Γονιδιακή έκφραση: 
Ο αριθμός των επαναλήψεων φαίνεται να διαδραματίζει 
έναν ουσιαστικό ρόλο στη γονιδιακή έκφραση. Έτσι:
α) Ορισμένα γονίδια μπορούν να εκφράζονται μόνο όταν 
στις μικροδορυφορικές τους αλληλουχίες υπάρχει ένας 
συγκεκριμένος αριθμός επαναλήψεων. Χαρακτηριστικό 
είναι το παράδειγμα της έκφρασης του γονιδίου lacZ 
της E. coli: η έκφρασή του πραγματοποιείται μόνο 
στην περίπτωση που στον υποκινητή του υπάρχει 
η μικροδορυφορική αλληλουχία (GAA)12, ενώ οι 
αλληλουχίες (GAA)14-16 και (GAA)5-11 δεν επιτρέπουν στο 
γονίδιο να εκφραστεί (Liu et al., 2000). 
β) Ορισμένα γονίδια μπορούν να εκφρασθούν μόνο εντός 
ενός στενού εύρους μικροδορυφορικών επαναλήψεων, 
ενώ έξω από αυτό το όριο η γονιδιακή δραστηριότητα 
απενεργοποιείται. Για παράδειγμα, στο μύκητα S. cere-
visiae το γονίδιο URA3 εκφράζεται όταν στον υποκινητή 
του τα τρινουκλεοτιδικά μικροδορυφορικά μοτίβα 
(CTG/CAG) επαναλαμβάνονται 25 φορές, καθιστώντας 
έτσι το μύκητα ευαίσθητο στην ουσία 5-φθορο-
οροτικό οξύ. Ωστόσο, όταν τα συγκεκριμένα μοτίβα 
επαναλαμβάνονται για 30 και πλέον φορές, τότε η 
έκφραση του γονιδίου URΑ3 σταματά, καθιστώντας το 
μύκητα ανθεκτικό στην ουσία (Miret et al., 1998).
γ) Τέλος, ορισμένα γονίδια παρουσιάζουν ρυθμιζόμενα 
επίπεδα έκφρασης, μεταβάλλοντας τον αριθμό των 
επαναλήψεων των ρυθμιστικών μικροδορυφορικών 
γενετικών τόπων τους σε σχετικά μεγάλο βαθμό. Για 
παράδειγμα, η μεταγραφική δραστηριότητα του γονιδίου 
του υποδοχέα του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα 
(Epidermal Growth Factor Receptor [EGFR]) μειώνεται, 
καθώς αυξάνεται ο αριθμός των CA επαναλήψεων της 
μικροδορυφορικής του αλληλουχίας (Gebhardt et al., 
1999; Gebhardt et al., 2000).
3) Δέσμευση πρωτεϊνών:  
Κάποιοι μικροδορυφορικοί γενετικοί τόποι που 
απαντώνται μέσα σε ανοδικούς ενισχυτές δρουν ως 
θέσεις δέσμευσης για μια σειρά ρυθμιστικών πρωτεϊνών 
(Csink and Henikoff, 1998). Για παράδειγμα, πρωτεΐνες 
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που δεσμεύονται σε μονόκλωνες αλυσίδες DNA που 
περιέχουν     τις       μικροδορυφορικές         αλληλουχίες
(GT)n και (GA)n, έχουν αναγνωριστεί σε ανθρώπινους 
ινοβλάστες (Aharoni et al., 1993). Επίσης, ο αριθμός 
των μικροδορυφορικών επαναλήψεων μπορεί να 
επηρεάσει τη δέσμευση πρωτεϊνών. Πράγματι, έχει 
βρεθεί ότι μία πολυ(Τ) προσδένουσα πρωτεΐνη του 
μύκητα S. cerevisiae, που ονομάζεται πρωτεΐνη «datin», 
δεσμεύεται σε ενισχυτές που φέρουν εντός τους 11, 15 
ή 19 επαναλήψεις του μονονουκλεοτιδικού μοτίβου 
Τ, αλλά όμως δεν δεσμεύεται στις μικροδορυφορικές 
αλληλουχίες (Τ)3, (Τ)5, (Τ)7 ή (Τ)8 (Winter and Varshavsky, 
1989).
Γενετική ανάλυση των πληθυσμών: η γενετική ισχύς των 
μικροδορυφόρων
Εξαιτίας του υψηλού τους πολυμορφισμού οι 
μικροδορυφορικοί δείκτες έχουν χρησιμοποιηθεί όχι 
μόνο για να απαντήσουν σε ερωτήματα που σχετίζονται 
με τη γενετική των πληθυσμών διαφόρων οργανισμών, 
αλλά επίσης και για τη μελέτη των φυσικών τους 
πληθυσμών.
Η γνώση της κατανομής της γενετικής ποικιλομορφίας 
μεταξύ και εντός των φυσικών πληθυσμών των 
οργανισμών είναι απαραίτητη προκειμένου, για 
παράδειγμα, να προσδιοριστούν οι φυλογενετικές 
σχέσεις διαφόρων ειδών ή να μελετηθούν τα 
φυλογεωγραφικά πρότυπα ειδών που εισβάλλουν σε 
νέα οικοσυστήματα ή ακόμη και να καταστρωθούν 
στρατηγικές για ex situ ή in situ διατήρηση γενετικού 
υλικού. Οι μικροδορυφορικοί δείκτες είναι εξαιρετικά 
χρήσιμοι προς την κατεύθυνση απόκτησης αυτής της 
γνώσης, αφού μπορούν να εκτιμήσουν τις βασικές 
παραμέτρους της γενετικής των πληθυσμών όπως: 
α) τη γενετική δομή, β) τη γονική προέλευση και γ) τη 
γονιδιακή ροή (Oliveira et al., 2006).
α) Γενετική δομή των πληθυσμών:
Το πιο αποτελεσματικό μέτρο για την εκτίμηση της δομής 
ενός πληθυσμού βασίζεται στο συντελεστή ομομειξίας 
(FST ή θ) (Wright, 1951), ο οποίος είναι ιδιαίτερα χρήσιμος 
για αναλύσεις που βασίζονται σε μικροδορυφορικούς 
δείκτες. Και αυτό γιατί είναι σε θέση να διακρίνει μεταξύ 
τους τα διάφορα αλληλόμορφα των μικροδορυφορικών 
γενετικών τόπων, και ειδικά τα σπάνια.
Οι μικροδορυφορικοί δείκτες, ως υψηλά πολυμορφικοί, 
Εικόνα 30. Θεωρητική σχέση μεταξύ του αριθμού των γενετικών τόπων, του δραστικού αριθμού 
αλληλομόρφων (Α) και του συντελεστή παραλλακτικότητας (Coefficient of Variation [CV]: οι διαγώνιες γραμμές του σχήματος 
με τις δεδομένες τιμές από κάτω τους), για τις εκτιμήσεις FST. Η σχέση αυτή βασίζεται σε μια δημογραφική προσομοίωση ενός 
πλήρως απομονωμένου πληθυσμού σε ισορροπία, με αριθμό γενεών t=50 και δραστικό μέγεθος πληθυσμού Ne=500. Στη θεωρία, 
16 αλληλόμορφα από δύο πολυαλληλικούς γενετικούς τόπους (Α=16 στον Υ-άξονα και Αριθμός γενετικών τόπων=2 στον Χ-άξονα) 
δίνουν τον ίδιο συντελεστή παραλλακτικότητας με δύο αλληλόμορφα σε καθέναν από τους 16 διαλληλικούς γενετικούς τόπους 
(A=2 στον Υ-άξονα και Αριθμός γενετικών τόπων=16 στον Χ-άξονα) (βλ. αστερίσκους). Οι δύο αστερίσκοι βρίσκονται πάνω στη 
διαγώνια γραμμή του σχήματος η οποία έχει συντελεστή παραλλακτικότητας με τιμή ίση με 0,25. Επίσης, στο σχήμα φαίνεται πως 
η τιμή του CV μειώνεται καθώς αυξάνει ο αριθμός των γενετικών τόπων ή ο δραστικός αριθμός αλληλομόρφων (Kalinowski, 2002). 
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ετεροζυγωτικά διπλοειδή άτομα, κάθε ένα από τα οποία 
περιλαμβάνει δύο αλληλόμορφα σε ένα συγκεκριμένο 
γενετικό τόπο, είναι δυνατόν να προσδιοριστεί 
το σύνολο της αλληλομορφικής και γονοτυπικής 
σύνθεσης των συγγενικών σχέσεων. Συνεπώς, αυτού 
του είδους οι εκτιμήσεις συγγενικών σχέσεων απαιτούν 
μικροδορυφορικούς δείκτες, εξαιτίας του υψηλού 
πολυμορφισμού τους. Ένα πολύ καλό παράδειγμα της 
χρήσης των μικροδορυφορικών δεικτών σε μια μελέτη 
ανάλυσης γονικής προέλευσης αποτέλεσε η προσπάθεια 
προσδιορισμού της συγγένειας μεταξύ τριακοσίων 
οινοποιήσιμων ποικιλιών σταφυλιών (Bowers et al., 
1999). Στη συγκεκριμένη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν 32 
μικροδορυφορικοί γενετικοί τόποι. Τα αποτελέσματα 
της έρευνας ήταν εντυπωσιακά, αφού έδειξαν ότι το 
σύνολο σχεδόν των εξεταζόμενων ποικιλιών σταφυλιών 
- που ανήκουν στο είδος Vitis vinifera - προέρχεται 
από ένα και μόνο ζεύγος γονικών ποικιλιών, των Pinot 
και Gouais blanc, που ήταν ευρέως διαδεδομένες στη 
Βορειοανατολική Γαλλία κατά τη διάρκεια του μεσαίωνα.
Ένα άλλο σημαντικό σημείο είναι ότι οι μοριακοί δείκτες 
που χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό γονικών 
σχέσεων πρέπει να είναι μεταξύ τους ανεξάρτητοι, διότι 
σε διαφορετική περίπτωση πλήττεται η ακρίβεια των 
εκτιμήσεων (Thompson and Meagher, 1998). 
Τελικά, από τη στιγμή που οι μικροδορυφορικοί δείκτες 
είναι σε θέση να διακρίνουν μεταξύ αλληλομόρφων, 
αποτελούν το πιο ισχυρό εργαλείο για μελέτες 
προσδιορισμού γονικής προέλευσης, οι οποίες γενικά 
απαιτούν ένα υψηλό επίπεδο ακρίβειας.
γ) Γονιδιακή ροή:
Η απώλεια της γενετικής ποικιλότητας είναι το κεντρικό 
θέμα στην προσπάθεια διατήρησης των γενετικών 
πόρων των φυσικών πληθυσμών. Μικροί πληθυσμοί 
που διαβιούν σε κατακερματισμένα οικοσυστήματα 
μπορεί να παρουσιάσουν ομομεικτική κατάπτωση 
που να οδηγήσει στη μείωση της ετεροζυγωτίας, της 
γενετικής ποικιλομορφίας και της προσαρμοστικότητας 
αυτών των πληθυσμών (Avise, 1994).
Η ροή της γενετικής πληροφορίας είναι θεμελιώδους 
σημασίας στη διατήρηση των μεταπληθυσμών, 
ακριβώς επειδή βοηθά στη διατήρηση της γενετικής 
ποικιλότητας ενεργώντας κατευθείαν στη γενετική 
δομή του πληθυσμού και κατά της τυχαίας γενετικής 
παρέκκλισης. Έτσι, η γονιδιακή ροή τείνει να 
ομογενοποιεί τις αλληλομορφικές συχνότητες και να δρα 
ταυτόχρονα κατά της τυχαίας γενετικής παρέκκλισης, η 
οποία παρουσιάζει την τάση να κάνει τους πληθυσμούς 
περισσότερο γενετικά ετερογενείς (Oliveira et al., 2006). 
περιλαμβάνουν ούτως ή άλλως γενετικούς τόπους με 
μεγάλο αριθμό αλληλομόρφων. Όμως το ερώτημα που 
εγείρεται, όσον αφορά την αξιοπιστία της ανάλυσης 
της γενετικής δομής ενός πληθυσμού, είναι εάν σε 
αυτή είναι προτιμότερο να συμπεριλαμβάνεται ένας 
μεγάλος αριθμός μικροδορυφορικών γενετικών 
τόπων ή οι μικροδορυφορικοί γενετικοί τόποι με το 
μέγιστο πολυμορφισμό. Μία μελέτη προσομοίωσης, 
προσπαθώντας να προσδιορίσει τη σχέση μεταξύ 
του δραστικού αριθμού των αλληλομόρφων, του 
αριθμού των γενετικών τόπων και του συντελεστή 
παραλλακτικότητας (για τις εκτιμήσεις FST) κατέληξε 
στο ακόλουθο συμπέρασμα: ότι μπορεί οι εξαιρετικά 
πολυμορφικοί μικροδορυφορικοί γενετικοί τόποι 
να παρείχαν μία καλύτερη εκτίμηση των γενετικών 
αποστάσεων από ότι οι λιγότερο πολυμορφικοί, 
όμως ταυτόχρονα ο αυξημένος δραστικός αριθμός 
αλληλομόρφων ή ο αυξημένος αριθμός των γενετικών 
τόπων συσχετίσθηκε με τη μείωση του συντελεστή 
παραλλακτικότητας (Εικόνα 30· Kalinowski, 2002). Έτσι, 
η συγκεκριμένη μελέτη κατέληξε στο συμπέρασμα ότι 
δεν υπάρχει ανάγκη να εξετάζονται οι περισσότερο 
πολυμορφικοί μικροδορυφορικοί γενετικοί τόποι ή ένας 
μεγάλος αριθμός τόπων. Η μόνη απαίτηση, προκειμένου 
να είναι αξιόπιστη η ανάλυση της γενετικής δομής ενός 
πληθυσμού, είναι να εξετάζεται κάθε φορά ένας επαρκής 
αριθμός ανεξάρτητων αλληλομόρφων.
Ωστόσο, ο υψηλός μεταλλακτικός ρυθμός των 
μικροδορυφόρων μπορεί να συνδεθεί με κάποια 
προβλήματα που αφορούν την ανάλυση της δομής 
ενός πληθυσμού, διότι διαφορετικά άτομα μπορεί να 
μοιράζονται ομοπλαστικά αλληλόμορφα, σε συχνότητες 
που εξαρτώνται τόσο από το μεταλλακτικό ρυθμό όσο 
και από τις λεπτομέρειες της μεταλλακτικής διαδικασίας 
(Estoup et al., 2002).
β) Γονική προέλευση:
Στην ανάλυση πατρότητας των διαφόρων οργανισμών 
χρησιμοποιούνται ευρύτατα μικροδορυφορικοί δείκτες, 
σε αντίθεση με άλλους γενετικούς δείκτες, διότι κάθε 
μικροδορυφορικός γενετικός τόπος έχει σχετικά αρκετά 
σπάνια αλληλόμορφα. Γι’ αυτό και στις περισσότερες 
περιπτώσεις ένα άτομο μπορεί να αποκλειστεί 
από την πατρότητα με την ανάλυση λίγων μόνο 
μικροδορυφορικών γενετικών τόπων (Dow and Ashley, 
1996; Dow et al. 1995).
Ο λόγος για τον οποίο είναι καλύτερο να 
χρησιμοποιούνται συνυπερέχοντες δείκτες για την 
εκτίμηση των  συγγενικών σχέσεων, είναι η διάκριση που 
αναγκαστικά γίνεται μεταξύ των αλληλομόρφων. Από τα 
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Στην πληθυσμιακή γενετική η πιο συνηθισμένη 
διαδικασία που χρησιμοποιείται για την ποσοτικοποίηση 
της γονιδιακής ροής μεταξύ των πληθυσμών βασίζεται 
στο μοντέλο άπειρων αλληλομόρφων (Infinite Alleles 
Model [IAM]), το οποίο παραδέχεται την ισορροπία 
μετανάστευσης και τυχαίας γενετικής παρέκκλισης 
μεταξύ όλων των πληθυσμών. Η εκτίμηση της γονιδιακής 
ροής που βασίζεται στην ανάλυση της γενετικής δομής 
των πληθυσμών, μπορεί να επιτευχθεί με τη χρήση του 
συντελεστή ομομειξίας FST, όπως αυτός υπολογίζεται 
με τη χρήση των μικροδορυφορικών γενετικών τόπων. 
Η ροή της γενετικής πληροφορίας που εκτιμάται με 
αυτή τη μέθοδο είναι γνωστή ως «φαινομενική ροή 
γονιδίων» (apparent gene flow), επειδή παραδέχεται ότι 
η γενετική δομή του πληθυσμού ταιριάζει στο νησιωτικό 
μοντέλο (island model) στο οποίο υπάρχει μια ισορροπία 
μεταξύ της μετανάστευσης και της τυχαίας γενετικής 
παρέκκλισης. Σύμφωνα με αυτή την παραδοχή ο 
συντελεστής ομομειξίας FST είναι μια συνάρτηση του 
αριθμού των μεταναστών, Nm, σε κάθε γενεά, όπου το 
N αφορά το μέγεθος του πληθυσμού και το m αφορά το 
ποσοστό των μεταναστών ανά γενεά. Η σχέση μεταξύ 
FST και Nm περιγράφεται από την ακόλουθη εξίσωση:
Nm = 1/4 (1/FST  - 1)
5.γ.2.3. Οι RFLP δείκτες (Restriction Fragment Length Poly-
morphisms: Ποικίλου μήκους περιοριστικά θραύσματα) και 
οι μοριακές τεχνικές ανίχνευσής τους
Οι πρώτοι DNA δείκτες ευρείας χρήσης υπήρξαν οι RFLP 
δείκτες (Botstein et al., 1980) και  χρησιμοποιήθηκαν 
στην κατασκευή γενετικών χαρτών. Οι RFLP δείκτες 
αποκτώνται με την πέψη του γενετικού υλικού 
με διάφορους συνδυασμούς περιοριστικών 
ενδονουκλεασών, την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων 
της πέψης σε πήκτωμα αγαρόζης και τη μεταφορά κατά 
Southern. Οι πολυμορφισμοί του DNA ανιχνεύονται 
με υβριδισμό ενός χημικώς σημασμένου ανιχνευτή 
στο στύπωμα Southern, δημιουργώντας έτσι ένα 
διαφορικό προφίλ θραυσμάτων DNA. Αυτή η διαφορά 
στο πρότυπο της ζώνωσης μπορεί να οφείλεται στις 
νουκλεοτιδικές υποκαταστάσεις ή στην αναδιάταξη 
του DNA (ένθεση ή διαγραφή νουκλεοτιδίων). Οι 
RFLP δείκτες είναι σχετικά υψηλά πολυμορφικοί, 
κληρονομούνται ως συνυπερέχοντες και μπορούν πολύ 
εύκολα να αναπαραχθούν. Επίσης, η μέθοδος δίνει τη 
δυνατότητα του ταυτόχρονου ελέγχου πολυάριθμων 
δειγμάτων. Επιπλέον, τα στυπώματα DNA μπορούν 
να επαναχρησιμοποιηθούν (συνήθως οκτώ έως δέκα 
φορές) έπειτα από την απομάκρυνση του ανιχνευτή 
(stripping) και την εκ νέου υβριδοποίηση (reprobing) με 
διαφορετικούς RFLP ανιχνευτές. Ωστόσο, η τεχνική είναι 
χρονοβόρα, δαπανηρή, η εφαρμογή της εμπλέκει τη 
χρήση ραδιενεργών και τοξικών αντιδραστηρίων, απαιτεί 
μεγάλη ποσότητα και υψηλή ποιότητα γονιδιωματικού 
υλικού και τέλος προϋποθέτει προηγούμενη γνώση 
της αλληλουχίας του προς ανάλυση οργανισμού 
προκειμένου να παραχθούν ανιχνευτές. Με τη χρήση της 
τεχνικής της PCR, η μέθοδος αυτή τροποποιήθηκε στην 
πιο εύχρηστη μορφή PCR-RFLP (Karl and Avise, 1993). Η 
μέθοδος ξεκινά με την κατασκευή μιας γονιδιωματικής 
βιβλιοθήκης (αν δεν υπάρχουν διαθέσιμοι εκκινητές), 
από όπου επιλέγονται κλώνοι μεγέθους 500 έως 2000 
bp. Ακολουθεί ανάλυση της πρωτοδιάταξης των ~ 150 
bp των άκρων κάθε κλώνου και σχεδιάζονται εκκινητές. 
Το γονιδιωματικό DNA ενισχύεται μέσω PCR με αυτούς 
τους εκκινητές, πέπτεται με συνδυασμούς διαφόρων 
περιοριστικών ενδονουκλεασών και ηλεκτροφορείται 
σε πήκτωμα αγαρόζης. Η αλλαγή των θέσεων που 
αναγνωρίζουν οι ενδονουκλεάσες περιορισμού φαίνεται 
από το μέγεθος των ζωνών στο πήκτωμα της αγαρόζης.
5.γ.2.4. Οι SNP δείκτες (Single Nucleotide Polymorphisms: 
Πολυμορφισμοί απλών νουκλεοτιδίων)
Οι απλές νουκλεοτιδικές παραλλαγές που παρουσιάζουν 
οι αλληλουχίες του γονιδιωμάτων των ατόμων ενός 
πληθυσμού είναι γνωστές ως πολυμορφισμοί απλών 
νουκλεοτιδίων (SNPs). Οι πολυμορφισμοί απλών 
νουκλεοτιδίων είναι οι πλέον άφθονοι μοριακοί δείκτες 
των γονιδιωμάτων και παρουσιάζουν ευρεία κατανομή 
σε αυτά (τόσο στις κωδικοποιητικές όσο και στις 
μη κωδικοποιητικές περιοχές). Επίσης, η συχνότητα 
εμφάνισής τους ποικίλλει μεταξύ των ειδών. Για 
παράδειγμα, ο αραβόσιτος έχει 1 SNP ανά 60 έως 120 
ζεύγη βάσεων (Ching et al., 2002), ενώ ο άνθρωπος 
εκτιμάται πως έχει 1 SNP ανά  περίπου 1000 ζεύγη 
βάσεων (Sachidanandam et al., 2001).
5.γ.2.4.1. Οι μέθοδοι εντοπισμού και γονοτύπησης των 
SNP δεικτών και η προσβασιμότητα στις δημόσιες βάσεις 
δεδομένων τους
 
Η χρήση των SNP δεικτών αποτελεί στις μέρες μας 
την πιο δημοφιλή προσέγγιση γενετικής ανάλυσης 
πληθυσμών, σε σχέση όλους με τους υπόλοιπους 
DNA δείκτες. (Εικόνα 31· Πηγή: βάση αναζήτησης 
βιβλιογραφίας Scopus [www.scopus.com]).     
Υπάρχουν δύο βασικά βήματα για τη χρήση των 
SNP μοριακών δεικτών: α) ο εντοπισμός τους και 
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β) η γονοτύπησή τους. Αν και πολλές τεχνολογίες 
είναι διαθέσιμες για τη διεκπεραίωση αυτών των δύο 
βημάτων (αλληλούχηση, SSCP, μικροσυστοιχίες κ.ά. 
[βλ. Πλαίσιο Πληροφοριών1]), οι χρησιμοποιούμενες 
κάθε φορά μέθοδοι πρέπει να επιλέγονται βάσει των 
ειδικών κριτηρίων που ισχύουν για μια συγκεκριμένη 
μελέτη. Για παράδειγμα, οι εφαρμογές πληθυσμιακής 
γενετικής σε οργανισμούς που δεν αποτελούν μοντέλα 
(δηλαδή οργανισμούς για τους οποίους δεν υπάρχουν 
αρκετές πληροφορίες για το γονιδίωμά τους) συνήθως 
περιλαμβάνουν 50 έως 100 ή και περισσότερους SNP 
δείκτες και αρκετές εκατοντάδες δείγματα καλής 
ποιότητας (Morin et al., 2004).
Εντοπισμός των SNP δεικτών
Ο εντοπισμός των SNPs είναι η διαδικασία εύρεσης 
των πολυμορφικών  θέσεων στο γονιδίωμα των ειδών 
και των πληθυσμών ενδιαφέροντος. Στον άνθρωπο, 
το μεγαλύτερο μέρος της ανακάλυψης των SNPs 
έχει πραγματοποιηθεί in silico (δηλαδή με τη βοήθεια 
ηλεκτρονικών υπολογιστικών συστημάτων), γεγονός το 
οποίο σημαίνει ότι η ταυτοποίηση των θεωρούμενων 
πολυμορφισμών προέκυψε από τον έλεγχο του 
πλήθους των κατατεθειμένων γενετικών πληροφοριών 
στις δημόσιες βάσεις δεδομένων (Ahren et al., 2004). Για 
τους περισσότερους οργανισμούς που δεν αποτελούν 
μοντέλα, τα SNPs εντοπίζονται εργαστηριακά με 
διαλογή γονιδιωματικών τμημάτων πολλών ατόμων 
των ειδών ή των πληθυσμών ενδιαφέροντος. Η 
στόχευση συγκεκριμένου γονιδίου ή συγκεκριμένης 
γονιδιωματικής περιοχής επιτυγχάνεται διότι συχνά 
υπάρχουν στα γονίδια και στις γονιδιωματικές περιοχές 
πολλών συγγενικών ειδών συντηρημένες αλληλουχίες 
(π.χ. στον άνθρωπο και στο ποντίκι). Η αξιοποίηση 
αυτών των συντηρημένων αλληλουχιών επιτρέπει 
το σχεδιασμό PCR εκκινητών, με στόχο την ενίσχυση 
ορθόλογων γονιδιωματικών περιοχών σε διάφορα 
συγγενικά είδη (οι αποκαλούμενοι CATS γενετικοί τόποι 
[Comparative Anchor Tagged Sites loci]; Lyons et al., 
1997; Aitken et al., 2004).
Ο αριθμός των γονιδιωματικών τμημάτων που 
πρέπει να υποβληθούν σε διαλογή προκειμένου να 
εντοπισθούν ~50 SNPs εξαρτάται από τη συχνότητα 
με την οποία τα SNPs απαντώνται σε ολόκληρο το 
γονιδίωμα. Σε πολλά είδη, SNPs απαντώνται κάθε 200-
500 bp, γεγονός που υποδηλώνει ότι ο έλεγχος 75-
100 ανεξάρτητων γονιδιακών περιοχών, με μέγεθος 
500-800 bp η καθεμία, θα αποδώσει ›50 ανεξάρτητα 
SNPs (Brumfield et al., 2003; Sham et al., 2002). Εάν 
για οποιοδήποτε λόγο η PCR ενίσχυση των γονιδίων-
στόχων παρουσιάζει δυσκολίες ή εάν είναι επιθυμητό 
ένα πιο τυχαίο γονιδιωματικό δείγμα ή εάν η αναλυτική 
Εικόνα 31. Η χρονική εξέλιξη της χρήσης των διαφόρων μοριακών δεικτών. Ο αριθμός των δημοσιεύσεων προέκυψε από τη βάση 
αναζήτησης βιβλιογραφίας Scopus. Συντομογραφίες: SSRs: Simple Sequence Repeats, SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms, 
RFLPs: Restriction Fragment Length Polymorphisms, RAPDs: Random Amplified Polymorphic DNAs, AFLPs: Amplified Fragment 
Length Polymorphisms, mtDNA: mitochondrial DNA.
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προσέγγιση βασίζεται σε τυχαίες αλληλουχίες, τότε, 
προκειμένου να εντοπισθούν τα SNPs στα άτομα 
ή τους πληθυσμούς ενδιαφέροντος, τα διαθέσιμα 
τυχαία τμήματα DNA ενσωματώνονται σε κατάλληλη 
γονιδιωματική DNA βιβλιοθήκη (Primmer et al., 2002) 
και αλληλουχούνται (βλ. Πλαίσιο Πληροφοριών1). 
Αυτές οι προσεγγίσεις εφαρμόζονται σε οποιονδήποτε 
οργανισμό και παράγουν μεγάλο αριθμό τμημάτων 
DNA που μπορούν να αλληλουχηθούν, με στόχο τον 
εντοπισμό SNPs με σχετικά μικρή αρχική επένδυση. 
Πάντως, και οι δύο πειραματικές προσεγγίσεις απαιτούν 
την αλληλούχηση γονιδιωματικών περιοχών πολλών 
ατόμων και/ή των γονιδιωματικών τους δεξαμενών 
προκειμένου να εντοπισθούν οι SNP δείκτες (Brumfield 
et al., 2003).
Εάν είναι επιθυμητοί μοριακοί δείκτες που 
παρουσιάζουν ενδιάμεσες τιμές αλληλομορφικών 
συχνοτήτων, η διαδικασία εντοπισμού SNPs μπορεί 
να περιλαμβάνει τη διαλογή λιγότερων ατόμων 
(Brouillette et al., 2000). Εναλλακτικά, προκειμένου 
σε μια μελέτη να εκπροσωπηθούν SNP μοριακοί 
δείκτες που παρουσιάζουν όσο το δυνατόν ευρύτερο 
φάσμα αλληλομορφικών συχνοτήτων, είναι χρήσιμη 
η απόκτηση αλληλουχιών υψηλής ποιότητας από 
ένα σχετικά μεγάλο δείγμα ατόμων, το οποίο θα 
αντιπροσωπεύει το σύνολο των υποπληθυσμών 
της συγκεκριμένης μελέτης. Η διαδικασία διαλογής 
μεγάλων πληθυσμιακών δειγμάτων για τον εντοπισμό 
SNPs μπορεί να διευκολυνθεί σημαντικά από τη χρήση 
εναλλακτικών μεθόδων, όπως η μέθοδος Targeted Se-
quencing. Η μέθοδος αυτή επιτρέπει τη γρήγορη εξέταση 
ενός μεγάλου αριθμού δειγμάτων.
Γονοτύπηση των SNP δεικτών
Η γονοτύπηση των SNPs σχετίζεται με τον προσδιορισμό 
της γενετικής παραλλακτικότητας που αυτοί 
παρουσιάζουν μεταξύ των ατόμων ενός πληθυσμού. 
Οι παλαιότερες διαθέσιμες επιλογές αφορούν τις 
μεθόδους PCR-RFLP και PCR-SSCP. Οι μέθοδοι αυτές 
επιτρέπουν την ανίχνευση των περισσότερων SNPs, 
με τη χρήση καθιερωμένων εργαστηριακών πρακτικών 
και συμβατικού εργαστηριακού εξοπλισμού (Neff et 
al., 2002; Ren, 2000), αλλά είναι λιγότερο κατάλληλες 
για γονοτύπηση υψηλών αποδόσεων. Οι νεότερες 
μέθοδοι (βλ. Πλαίσιο Πληροφοριών1) - η επέκταση 
μιας βάσης [Single Base Extension [SBE]] ή η επέκταση 
αλληλοειδικού εκκινητή [Allele-specific Primer Extension 
[ASPE]] - μπορούν να διεκπεραιωθούν είτε με συμβατικό 
εργαστηριακό εξοπλισμό είτε να γίνουν περισσότερο 
αποτελεσματικές με τη χρήση εξειδικευμένου 
εργαστηριακού εξοπλισμού (Syvanen, 2001; Taylor 
et al., 2001). Και οι δύο αυτές μέθοδοι μπορούν να 
φθάσουν - ημερησίως - σε εξαιρετικά υψηλές αποδόσεις 
γονοτύπησης, ταυτοποιώντας εκατοντάδες ή ακόμη και 
χιλιάδες SNPs.
Προσβασιμότητα στις δημόσιες βάσεις δεδομένων των 
SNPs: απόκτηση και ανάλυση δεδομένων και δημοσίευση 
νέων
Η επιτυχής χρήση των SNPs στη γενετική πληθυσμών 
συνδέθηκε από νωρίς με την προσπάθεια ανάπτυξης 
δημοσίων βάσεων δεδομένων, οι οποίες θα επέτρεπαν 
την ακριβή παρακολούθηση και παρουσίαση του 
συνόλου των ερευνητικών δεδομένων σχετικά 
με τους SNP δείκτες των διαφόρων οργανισμών. 
Αντίθετα, η αντίστοιχη προσπάθεια ανάπτυξης 
τέτοιων δημόσιων βάσεων δεδομένων για τους 
μικροδορυφορικούς γενετικούς τόπους δεν έχει ακόμη 
προχωρήσει σημαντικά, εξαιτίας των δυσκολιών που 
παρουσιάζονται στην τυποποίηση (standardization) 
των αλληλομορφικών μεγεθών μεταξύ των διαφόρων 
εργαστηρίων (Lahood et al., 2002).
Τα  δεδομένα των διαφόρων SNP γονοτύπων 
περιγράφουν ουσιαστικά τις αλλαγές που 
παρουσιάζουν στην DNA αλληλουχία τους τα άτομα 
ενός συγκεκριμένου είδους. Οι αλληλουχίες των 
SNP γονοτύπων καταχωρούνται σε δημόσιες βάσεις 
δεδομένων, έτσι ώστε να μπορούν να συγκριθούν άμεσα 
με άλλες διαφορετικών μελετών ή να χρησιμοποιηθούν 
προκειμένου να βοηθήσουν στον εντοπισμό νέων 
SNPs, άλλων ειδών. Οι SNP δείκτες καταχωρούνται 
στη βάση δεδομένων «dbSNP» (www.ncbi.nlm.nih.gov/
SNP), η οποία παρέχει πληροφορίες σχετικά με την 
αλληλουχία τους, μαζί με κάποιες πληροφορίες σχετικά 
με τις αλληλομορφικές τους συχνότητες σε ένα δείγμα 
πληθυσμού (Sherry et al., 2000). 
5.γ.2.4.2.  SNPs και γενετική πληθυσμών
Παρακάτω περιγράφονται τόσο η χρησιμότητα όσο 
και οι περιορισμοί των SNPs στις βασικές εφαρμογές 
της πληθυσμιακής γενετικής, με συγκριτικές αναφορές 
στους μικροδορυφορικούς δείκτες.
Ανάλυση της πληθυσμιακής δομής
Στην περίπτωση ανάλυσης της γενετικής δομής ενός 
πληθυσμού παρουσιάζεται η αναγκαιότητα χρήσης 
περισσότερων SNP δεικτών, από ότι μικροδορυφορικών. 
Ωστόσο, η χρήση πολλών SNPs σε τέτοιου είδους 
αναλύσεις πρώτον οδηγεί στην πληρέστερη 
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εκπροσώπηση του συνολικού γονιδιώματος και 
δεύτερον μειώνει την πιθανότητα μεροληπτικής 
δειγματοληψίας. Επιπλέον, ο αυξημένος αριθμός των 
SNPs παρέχει τη δυνατότητα να εντοπιστούν «ασυνήθεις 
τιμές» τους, που υφίστανται επιλογική πίεση (Allendorf 
and Seeb 2000). Αντίθετα, οι μικροδορυφόροι μπορεί 
να παρουσιάσουν κάποιες φορές μικρά προβλήματα σε 
αναλύσεις πληθυσμιακής δομής που έχουν να κάνουν 
τόσο με την παρουσία ομοπλασιών όσο και με την 
ελλιπή κατανόηση του υφιστάμενου μεταλλακτικού 
μοντέλου. Τα παραπάνω προβλήματα που απορρέουν 
από τη χρήση των μικροδορυφορικών δεικτών μπορεί 
τελικά να οδηγήσουν σε αναξιόπιστες εκτιμήσεις που 
έχουν να κάνουν με την ποικιλομορφία και τη ροή της 
γενετικής πληροφορίας μεταξύ των πληθυσμών (Kalin-
owski, 2002).
Η μεροληπτική ανίχνευση SNP δεικτών μπορεί να 
είναι ένα σοβαρό ζήτημα στις μελέτες πληθυσμιακής 
δομής (Wakeley et al., 2001). Για παράδειγμα, η 
προνομιακή ανίχνευση SNPs με υψηλή ετεροζυγωτία 
μπορεί να οδηγήσει σε λαθεμένη εκτίμηση του δομικού 
πλαισίου του πληθυσμού. Αυτό το πρόβλημα μπορεί 
να αντιμετωπισθεί με το να αφορά ο εντοπισμός των 
SNPs μεγάλες ομάδες ατόμων, που θα είναι κατά το 
δυνατόν αντιπροσωπευτικές όλων των προς ανάλυση 
πληθυσμών-στόχων (Akey et al., 2003).
Ταυτοποίηση, γενετική συγγένεια και προέλευση ατόμων
Η δυνατότητα ταυτοποίησης ατόμων εξαρτάται κυρίως 
από τον αριθμό των ανεξάρτητων γενετικών δεικτών 
και το επίπεδο ετεροζυγωτίας τους, και λιγότερο από 
το επίπεδο πολυμορφισμού του κάθε ενός γενετικού 
δείκτη (Miller et al., 2002). Η αποτελεσματικότητα 
των SNPs σχετικά με την ταυτοποίηση ατόμων είναι 
περίπου δύο με τέσσερις φορές μικρότερη από εκείνη 
των πολυαλληλικών μοριακών δεικτών, όπως για 
παράδειγμα των μικροδορυφορικών δεικτών. Ωστόσο, 
η χρήση πολλαπλής PCR (multiplex-PCR) με μικρού 
μήκους προϊόντα (<60-80bp) επιτρέπει υψηλή απόδοση 
γονοτύπησης SNP μοριακών δεικτών, και μάλιστα σε 
μία και μόνη αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης. Αυτή 
η εργαστηριακή πρακτική μπορεί δυνητικά να οδηγήσει 
σε καλύτερης ποιότητας και αποτελεσματικότερα 
δεδομένα, σε σύγκριση με αυτά που θα προέκυπταν 
από τη γονοτύπηση μικροδορυφορικών δεικτών (Morin 
et al., 2004).
Η ανάγκη χρήσης περισσότερων SNP δεικτών, από 
ότι μικροδορυφορικών,  επεκτείνεται  αρκετά στην 
περίπτωση προσδιορισμού του βαθμού γενετικής 
συγγένειας μεταξύ ατόμων, ο οποίος απαιτεί υψηλότερα 
επίπεδα διακριτικής ικανότητας από ότι η ταυτοποίησή 
τους. Για παράδειγμα, μία μελέτη αποκλεισμού 
πατρότητας απαιτεί ~7-14 πολυαλληλικούς δείκτες 
(με αναμενόμενη ετεροζυγωτία [He] 0,60-0,80), ενώ θα 
απαιτούσε ~40-100 SNPs (με αναμενόμενη ετεροζυγωτία 
[He] 0,20-0,40) προκειμένου να επιτευχθεί μια παρόμοια 
πιθανότητα αποκλεισμού πατρότητας (Morin et al., 
2004). Επίσης, έχει βρεθεί πως απαιτούνται ~40-50 
πολυαλληλικοί δείκτες (με αναμενόμενη ετεροζυγωτία 
[He] 0,60-0,75) για την επίτευξη υψηλής πιθανότητας 
διάκρισης (›0,90) μεταξύ ετεροθαλών συγγενών (Blouin 
et al., 1996). Αντίθετα, μία ανάλυση προσομοίωσης 
έδειξε ότι ακόμη και 100 SNPs (με ελάχιστη συχνότητα 
αλληλομόρφου 0,20) ήταν ανεπαρκή για επιτυχή 
διάκριση μεταξύ όλων των σχέσεων, με εξαίρεση τα 
πολύ στενά συγγενικά ζεύγη γονέα-απογόνου (Glaubitz 
et al., 2003). 
Η επιλογή γενετικών δεικτών με υψηλή ετεροζυγωτία 
(που προσεγγίζει τα επίπεδα του 0,50) παρέχει 
μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα και αξιοπιστία 
όσον αφορά τον προσδιορισμό της προέλευσης των 
ατόμων (Chakraborty et al., 1999; Krawczak, 1999). Ο 
προσδιορισμός τόσο της γενετικής συγγένειας όσο και 
της προέλευσης των ατόμων προϋποθέτει τη χρήση 
μη συνδεδεμένων γενετικών δεικτών και την ακριβή 
εκτίμηση των αλληλομορφικών συχνοτήτων τους.
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είναι ο ρυθμός αύξησης της καλλιέργειας. Ο χρόνος 
διπλασιασμού του βακτηρίου E. coli μπορεί να εμφανίζει 
διακύμανση μεγαλύτερη από 10Χ (και συγκεκριμένα 
από 18 έως πάνω από 180 λεπτά). Πάντως, οι συνθήκες 
στις οποίες συνήθως πραγματοποιείται η ανάπτυξη της 
συγκεκριμένης βακτηριακής καλλιέργειας, περιορίζουν 
το χρόνο διπλασιασμού των κυττάρων του βακτηρίου 
E. coli περίπου στα 20 λεπτά. Αυτοί οι γρήγοροι ρυθμοί 
κυτταρικής αύξησης καθιστούν το χρονικό διάστημα 
των 12 έως 16 ωρών επώασης ικανό για την επαρκή 
ανάπτυξη της βακτηριακής καλλιέργειας.     
Όταν είναι απαραίτητη η εξασφάλιση της ανάπτυξης 
μόνο εκείνων των κυττάρων του βακτηριακού 
στελέχους με επιθυμητές ιδιότητες (π.χ. ανάπτυξη μόνο 
μετασχηματισμένων κυττάρων), τότε προστίθεται το 
αντιβιοτικό αμπικιλλίνη σε τελική συγκέντρωση 100 μg/
ml.
Η προετοιμασία της βακτηριακής καλλιέργειας 
περιλαμβάνει τα εξής δύο βήματα:
α) Με τη βοήθεια μικροβιολογικού κρίκου επιστρώνεται 
σε τρυβλίο Petri, το οποίο περιέχει στερεό θρεπτικό 
υπόστρωμα, το επιθυμητό βακτηριακό στέλεχος του E. 
coli (DH5α) και επωάζεται στους 37 °C για 12-16 ώρες.
β) Ακολούθως, μοναδική βακτηριακή αποικία λαμβάνεται 
από το τρυβλίο Petri και ενοθφαλμίζεται με αυτή υγρό 
θρεπτικό υπόστρωμα, το οποίο περιέχεται σε υάλινο 
δοκιμαστικό σωλήνα. Ακολουθεί επώαση στους 37 °C 
για 12-16 ώρες, υπό ανάδευση (220 στροφές ανά λεπτό 
[rpm: rounds per minute]). 
Η όλη διαδικασία πραγματοποιείται υπό ασηπτικές 
συνθήκες προς αποφυγή επιμολύνσεων.    
2. Εκτροφή του ισραηλινού εργαστηριακού 
στελέχους δάκου
Η ίδρυση του ισραηλινού εργαστηριακού στελέχους 
έλαβε χώρα στο ομώνυμο Τμήμα Εντομολογίας, του 
Ινστιτούτου Προστασίας Φυτών, του Οργανισμού 
Αγροτικών Ερευνών. Μεγάλες ποσότητες 
προσβεβλημένων από δάκο ελαιοκάρπων συλλέχθηκαν 
από το κεντρικό Ισραήλ την περίοδο Ιανουαρίου-
Απριλίου του έτους 2007. Αυτοί οι ελαιόκαρποι 
τοποθετήθηκαν επάνω σε μεγάλους δίσκους 
κατασκευασμένους από μεταλλική σήτα. Κάτω από 
τους δίσκους υπήρχε υπόστρωμα βερμικουλίτη, έτσι 
ώστε οι προνύμφες 3ου σταδίου του εντόμου πέφτοντας 
από τους δίσκους στο υπόστρωμα που βρισκόταν από 
κάτω τους, τελικά να νυμφώνονται εντός του. Με αυτό 
τον τρόπο συλλέχθηκαν πάνω από 30.000 νύμφες, οι 
οποίες στη συνέχεια τοποθετήθηκαν σε 30 κυβικούς 
1. Καλλιέργεια βακτηριακών κυττάρων
Η καλλιέργεια βακτηρίων είναι μια μέθοδος 
που επιτρέπει τον πολλαπλασιασμό γενετικά 
πανομοιότυπων κυττάρων σε επιλεγμένα θρεπτικά 
μέσα, κάτω από ελεγχόμενες εργαστηριακές συνθήκες. 
Αποτελεί ένα σημαντικό εργαλείο στην υπηρεσία της 
μοριακής βιολογίας και της βιοτεχνολογίας. Το πλέον 
διαδεδομένο και ευρύτατα χρησιμοποιούμενο βακτήριο 
στην ανάπτυξη καλλιεργειών είναι το E. coli, ένα αρνητικό 
κατά Gram, μεσόφιλο, ραβδόμορφο βακτήριο. 
Οι κρίσιμες συνθήκες για την ανάπτυξη της βακτηριακής 
καλλιέργειας είναι:
1) Η εξασφάλιση όλων εκείνων των θρεπτικών στοιχείων 
που απαιτούνται για την ανάπτυξη του βακτηριακού 
κυττάρου (όπως ο άνθρακας, ο φώσφορος, το άζωτο, 
το θείο κ.ά.), των ανόργανων ιόντων (όπως τα ιόντα 
σιδήρου που είναι απαραίτητα για τα κυτοχρώματα, 
τα ιόντα μαγνησίου που είναι απαραίτητα για τη 
σταθερότητα των κυτταρικών τοιχωμάτων, τα ιόντα 
μαγγανίου και νικελίου που είναι απαραίτητα για τη 
δραστικότητα μεταβολικών ενζύμων κ.ά.) και των 
ουσιών που θα συνεισφέρουν θετικά στο ενεργειακό 
ισοζύγιο των βακτηριακών κυττάρων (όπως είναι οι 
υδατάνθρακες, τα αμινοξέα, οι στερόλες, οι αλκοόλες, 
το μεθάνιο, τα ανόργανα άλατα κ.ά.). Όλα τα παραπάνω 
παρέχονται στο κύτταρο με την επιλογή του κατάλληλου 
θρεπτικού μέσου στο οποίο αυτό μπορεί να αναπτυχθεί. 
Το θρεπτικό υπόστρωμα μπορεί κατά περίπτωση να 
είναι είτε υγρό είτε στερεό.
2) Η εξασφάλιση της βέλτιστης θερμοκρασίας 
ανάπτυξης. Στην περίπτωση του μεσόφιλου στελέχους 
DH5α του βακτηρίου E. coli αυτή είναι η θερμοκρασία 
των 37 °C.
3) Η εξασφάλιση του κατάλληλου επιπέδου pH. Το 
βακτήριο E. coli, όπως άλλωστε και τα περισσότερα 
βακτήρια πλην των οξεόφιλων και των βασεόφιλων, 
αναπτύσσεται κοντά σε ουδέτερη περιοχή του pH (pH 
~ 7,0).
4) Η εξασφάλιση αερόβιων συνθηκών ανάπτυξης, 
αφού το E. coli υπό κανονικές συνθήκες χρειάζεται την 
παρουσία οξυγόνου για να αναπτυχθεί. Το συγκεκριμένο 
βακτήριο είναι δυνατόν να καταφέρει να αναπτυχθεί 
και κάτω από αναερόβιες συνθήκες. Μπορεί δηλαδή να 
είναι και προαιρετικά αναερόβιο βακτήριο.
5) Η εξασφάλιση επαρκούς χρόνου για την ανάπτυξη 
της καλλιέργειας, ο οποίος συναρτάται άμεσα  από το 
χρόνο διπλασιασμού (δηλαδή το χρονικό διάστημα 
που χρειάζεται ένα κύτταρο για να διπλασιασθεί). Όσο 
μικρότερος είναι ο χρόνος διπλασιασμού τόσο ταχύτερος 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
61
γενεά, τα άτομα του συνόλου των κλωβών κάθε μίας 
ουσιαστικά θεωρούνταν ότι αποτελούν έναν ενιαίο 
πληθυσμό. Ακόμη, πρέπει να αναφερθεί ότι στη γενιά 
F6, όταν η αποικία φάνηκε να έχει εδραιωθεί, τα μισά 
θηλυκά άτομα συνέχισαν να ωοτοκούν στους θόλους 
κεριού κηροζίνης, ενώ στα υπόλοιπα αντικαταστάθηκε 
το υπάρχον υπόστρωμα ωοτοκίας από κερωμένους 
κώνους.  Για την κατασκευή των κώνων χρησιμοποιήθηκε 
συνθετικό ύφασμα το οποίο ήταν διαπερατό από τον 
ωοθέτη των θηλυκών ατόμων και το οποίο κυρώθηκε 
με ειδικό μείγμα παραφινών, όπως περιγράφηκε 
από τους Οικονομόπουλο και Τζανακάκη (1967). Το 
συγκεκριμένο μείγμα περιείχε παραφίνη σημείου τήξεως 
52-54 °C, παραφίνη σημείου τήξεως 46-48 °C και 
φυσικό κερί μέλισσας σε αναλογία 1 kg: 0,1 kg: 0,07 kg 
αντίστοιχα. Δεδομένου ότι η συγκεκριμένη αλλαγή του 
προσφερόμενου υποστρώματος ωοτοκίας δεν φάνηκε 
να επηρεάζει σε τίποτα την επιβίωση της αποικίας, 
τα θηλυκά όλων των επόμενων γενεών ωοτοκούσαν 
σε κερωμένους κώνους για λόγους μεγαλύτερης 
ευκολίας. Το συγκεκριμένο αποικιοποιημένο στέλεχος 
ονομάστηκε «Yael».
3. Απομόνωση νουκλεϊνικών οξέων
Η απομόνωση νουκλεϊνικών οξέων από βιολογικό μέσο 
είναι μια διαδικασία η οποία περιλαμβάνει: α) τη λύση των 
κυττάρων η οποία πραγματοποιείται ή με εφαρμοζόμενη 
μηχανική πίεση ή με τη χρήση χημικών ουσιών ή ακόμη 
και ενζύμων, β) την απομάκρυνση των φωσφολιπιδικών 
μεμβρανών με τη χρήση απορρυπαντικής ουσίας, 
γ) την απομάκρυνση των κυτταρικών αλλά και των 
ιστονικών πρωτεϊνών που προσδένονται στα μόρια 
των νουκλεϊνικών οξέων είτε με τη χρήση πρωτεάσης 
είτε με τη χρήση οξικών αλάτων είτε με εκχύλισή 
τους με φαινόλη/χλωροφόρμιο, δ) την κατακρήμνιση 
των μορίων των νουκλεϊνικών οξέων με αιθυλική 
αλκοόλη ή ισοπροπανόλη και ε) την επαναδιάλυση 
των νουκλεϊνικών οξέων σε κατάλληλο ρυθμιστικό 
διάλυμα που περιέχει χηλικό παράγοντα (π.χ. EDTA). 
Ο χηλικός παράγοντας δεσμεύει τα δισθενή κατιόντα 
Mg2+ και Ca2+ τα οποία αποτελούν συμπαράγοντες των 
νουκλεασών, αποτρέποντας έτσι τη δράση τους που θα 
είχε ως αποτέλεσμα την αποικοδόμηση των μορίων των 
νουκλεϊνικών οξέων. 
3.1. Απομόνωση γονιδιωματικού DNA από 
ενήλικα άτομα δάκου, με τη χρήση του Wizard® 
Genomic DNA Purification Kit (της εταιρίας Pro-
mega)
κλωβούς, με ακμή 30 cm, κατασκευασμένους από ξύλινο 
σκελετό και με πλευρές καλυμμένες με μεταλλική σήτα 
η οποία έφερε μικρά ανοίγματα επιφάνειας (~ 1 mm2). 
Αυτά τα άτομα αποτέλεσαν την F0 γενεά ή γενεά άγριου 
τύπου του εργαστηριακού στελέχους. Η τεχνητή δίαιτα 
των ενηλίκων της εκτροφής περιελάμβανε υδρολυμένη 
μαγιά, σακχαρόζη, κρόκο αυγού και νερό, ενώ η 
θερμοκρασία, η σχετική υγρασία και η φωτοπερίοδος 
του εκτροφείου ήταν 25 °C, 65% και 12 ώρες φωτός/12 
ώρες σκότους αντίστοιχα (Tzanakakis et al., 1967; Ts-
itsipis, 1977). Ένα επιπλέον στοιχείο της τεχνητής 
δίαιτας των ενηλίκων της εκτροφής αποτέλεσε και η 
προσθήκη στρεπτομυκίνης, σε στερεή κατάσταση και 
σε τελική συγκέντρωση 470-500 ppm. Η προσθήκη 
του αντιβιοτικού στη δίαιτα των ενηλίκων είναι μια 
κοινή πρακτική, καθώς θεωρείται ότι με αυτόν τον 
τρόπο καταπολεμούνται παθογόνα βακτήρια τα οποία 
μειώνουν τη γονιμότητα, μέσω της συντόμευσης του 
προσδόκιμου ζωής των ενηλίκων ατόμων (Hagen et al., 
1963; Tsitsipis and Kontos, 1983). Ωστόσο, η πρακτική 
αυτή έχει αμφισβητηθεί πρόσφατα, επειδή αφενός η 
προσθήκη του αντιβιοτικού καταστρέφει τη συμβιωτική 
μικροβιακή χλωρίδα των εντόμων και αφετέρου διότι 
φάνηκε να μειώνει τα επίπεδα ωοτοκίας των ατόμων 
αγρίου τύπου, χωρίς όμως να επηρεάζει την επιβίωσή 
τους (Dimou et al., 2010). Θόλοι κεριού κηροζίνης 
εισήχθηκαν σε κάθε κλωβό ως υποστρώματα ωοτοκίας. 
Οι εκκολαπτόμενες προνύμφες που προέκυψαν από 
τα αυγά που συλλέχθηκαν, ακολούθησαν την τεχνητή 
δίαιτα που έχει περιγραφεί από τον Τζανακάκη και 
τους συνεργάτες του (1970). Η συγκεκριμένη δίαιτα 
τω προνυμφών του εντόμου περιελάμβανε μαγιά 
μπύρας, υδρολυμένη σόγια, σορβικό κάλιο, νιπαγίνη, 
κρυσταλλική ζάχαρη, ελαιόλαδο, Tween 80, διάλυμα 
υδροχλωρικού οξέος (HCl), κυτταρίνη και νερό. Τα 
προκύπτοντα ενήλικα άτομα, που ήταν λιγότερο από 
το 10% του αρχικού πληθυσμού, αποτέλεσαν την 
F1 γενεά του εργαστηριακού πληθυσμού. Αυτά τα 
άτομα εισήχθηκαν σε δέκα κυβικούς κλωβούς (όπως 
αυτοί που περιγράφηκαν παραπάνω) και σε συνθήκες 
εργαστηριακού περιβάλλοντος που έχουν περιγραφεί 
προηγουμένως. 
Ο αριθμός των κλωβών που χρησιμοποιούνταν σε κάθε 
εργαστηριακή γενεά, καθοριζόταν από το συνολικό 
αριθμό ενηλίκων κάθε μιας, με κριτήριο τη διατήρηση 
μιας πληθυσμιακής πυκνότητας εντός κάθε κλωβού 
της τάξης των 250 ενηλίκων. Επίσης, τα αυγά κάθε 
εργαστηριακής γενεάς συλλέγονταν αδιακρίτως από το 
σύνολο των κλωβών. Έτσι, επειδή ακριβώς το βιολογικό 
υλικό των διαφόρων κλωβών αναμειγνύονταν σε κάθε 
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διάλυμα Tris για τη διατήρηση του pH σε επιθυμητά 
επίπεδα και χηλικό παράγοντα (EDTA) για την αναστολή 
της δράσης των ενδοκυτταρικών νουκλεασών, β) 
την κατακρήμνιση μέρους των πρωτεϊνών παρουσία 
υψηλής συγκέντρωσης άλατος (CH3COOK) και την 
πλήρη απομάκρυνσή τους με εκχύλιση με φαινόλη/
χλωροφόρμιο και γ) την κατακρήμνιση του DNA με 
αιθυλική αλκοόλη. Τα βήματα που ακολουθήθηκαν στο 
συγκεκριμένο πρωτόκολλο περιγράφονται παρακάτω:
1. Ένα ενήλικο άτομο δάκου τοποθετείται σε σωληνάκι 
τύπου eppendorf το οποίο περιέχει 250 μl Διαλύματος 
Ομογενοποίησης.
2. Το έντομο ομογενοποιείται με τη βοήθεια ειδικού 
εμβόλου και το ομογενοποίημα επωάζεται σε 
θερμοκρασία 65 °C για 30 λεπτά.
3. Προστίθενται 50 μl Διαλύματος Οξικού 
Καλίου (CH3COOK) τελικής συγκέντρωσης 1Μ, 
πραγματοποιείται ήπια ανάδευση και το ομογενοποίημα 
επωάζεται σε πάγο για 30 λεπτά.
4. Το μείγμα φυγοκεντρείται σε 14.000 g για 15 λεπτά 
και το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο σωληνάκι τύπου 
eppendorf.
5. Από το διάλυμα απομακρύνονται πλήρως οι 
εναπομείνασες πρωτεΐνες με εκχύλισή τους με φαινόλη/
χλωροφόρμιο, ενώ το DNA κατακρημνίζεται με αιθυλική 
αλκοόλη (βλ. § 4. Χειρισμοί νουκλεϊνικών οξέων).
6. Το DNA λαμβάνεται ως ίζημα, το οποίο αναδιαλύεται 
σε 100 μl ρυθμιστικού διαλύματος TE με ήπια περιδίνηση. 
Η διαλυτοποίησή του μπορεί να διευκολυνθεί είτε με 
την επώαση του ιζήματος στους 65 °C για 1 ώρα είτε με 
την επώασή του σε θερμοκρασία δωματίου για 12 έως 
16 ώρες. Τέλος, το DNA αποθηκεύεται σε θερμοκρασία 
4 °C ή -20 °C.
3.3. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με αλκαλική 
λύση
Για να απομονωθεί πλήρως και αποτελεσματικά 
το πλασμιδιακό DNA από κύτταρα βακτηριακών 
καλλιεργειών πρέπει: α) να αναπτυχθεί η βακτηριακή 
καλλιέργεια, β) να πραγματοποιηθεί η λύση των 
βακτηριακών κυττάρων της καλλιέργειας και γ) να 
απομονωθεί το πλασμιδιακό DNA. Η επιτυχής έκβαση 
της όλης διαδικασίας απαιτεί: την διάτρηση (και όχι 
την πλήρη αποδιάταξη των κυτταρικών μεμβρανών 
των βακτηριακών κυττάρων), την τήρηση εκείνων των 
συνθηκών που αναστέλλουν τη δράση των διαφόρων 
ενδοκυτταρικών νουκλεασών που απελευθερώνονται 
κατά τη λύση των βακτηριακών κυττάρων και, 
τέλος, το διαχωρισμό του πλασμιδιακού DNA από το 
Η απομόνωση γονιδιωματικού DNA από ενήλικα άτομα 
δάκου βασίσθηκε στο πρωτόκολλο του εγχειριδίου 
χρήσης της παρασκευάστριας εταιρίας, με μερικές 
όμως τροποποιήσεις οι οποίες αναλύονται διεξοδικά 
παρακάτω:
1. Ένα ενήλικο άτομο δάκου τοποθετείται σε σωληνάκι 
τύπου eppendorf, το οποίο περιέχει 400 μl Διαλύματος 
Λύσης Πυρήνων (Nuclei Lysis Solution).
2. Το έντομο ομογενοποιείται με τη βοήθεια ειδικού 
εμβόλου και το ομογενοποίημα επωάζεται σε 
θερμοκρασία 65 °C για 25 λεπτά.
3. Το διάλυμα ψύχεται σε θερμοκρασία δωματίου για ένα 
λεπτό, προστίθενται 135 μl Διαλύματος Κατακρήμνισης 
Πρωτεϊνών (Protein Precipitation Solution) και ύστερα 
από ισχυρή ανάδευση επωάζεται σε πάγο για 5 λεπτά.
4. Το μείγμα φυγοκεντρείται σε 14.000 g (όπου g 
η επιτάχυνση της βαρύτητας) για 5 λεπτά και το 
υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο σωληνάκι τύπου ep-
pendorf.
5. Προστίθεται ισοπροπανόλη (400 μl) και μετά από 
ήπια ανάδευση ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 14.000 g 
για 5 λεπτά.
6. Το υπερκείμενο απομακρύνεται, στο ίζημα 
προστίθενται 500 μl παγωμένης αιθανόλης (70%) και 
ακολούθως φυγοκεντρείται σε 14.000 g για 2 λεπτά.
7. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και ακολουθεί 
ξήρανση του ιζήματος DNA σε θερμοκρασία δωματίου.
8. Το ίζημα ενυδατώνεται με την προσθήκη 100 μl 
Διαλύματος Ενυδάτωσης DNA (DNA Rehydration Solu-
tion) και επωάζεται σε θερμοκρασία 65 °C για 1 ώρα.
9. Τέλος, το διάλυμα που περιέχει το DNA αποθηκεύεται 
στους 4 oC για σύντομο ή -20 oC για μεγαλύτερο χρονικό 
διάστημα. Πάντως, όταν απαιτείται η διατήρηση 
μεγαλομοριακού DNA η αποθήκευση στους -20 oC δεν 
συνιστάται. 
3.2. Απομόνωση γονιδιωματικού DNA από 
ενήλικα άτομα δάκου (Fly preps)
Το ακολουθούμενο πρωτόκολλο είναι τροποποίηση 
αυτού που προτείνεται από τον Ashburner (1989). 
Η διαδικασία περιλαμβάνει: α) την ομογενοποίηση 
των ιστών του εντόμου και την κυτταρική λύση σε 
κατάλληλο διάλυμα ομογενοποίησης. Το διάλυμα αυτό 
περιέχει σουκρόζη και NaCl που βοηθούν στη διατήρηση 
της οσμωτικής πίεσης σε επίπεδα παρεμφερή με αυτά 
του κυττάρου (ώστε να αποφεύγεται η βίαιη ρήξη των 
μεμβρανών). Επίσης, περιέχει παράγοντα απορρύπανσης 
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) για τη διάρρηξη των 
φωσφολιπιδικών μεμβρανών του κυττάρου, ρυθμιστικό 
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βακτηριακού RNA, με αναδιάλυση του ιζήματος σε 
ρυθμιστικό διάλυμα το οποίο περιέχει RNάση Α. 
Πρέπει να τονισθεί το γεγονός ότι η ανάγκη για την πλήρη 
απομάκρυνση των πρωτεϊνών είναι συνάρτηση των 
πειραματικών χειρισμών που θα ακολουθήσουν. Έτσι, η 
εκχύλιση με φαινόλη/χλωροφόρμιο μπορεί ως βήμα να 
παραληφθεί εάν το πλασμιδιακό DNA χρησιμοποιηθεί 
για πέψη με ενδονουκλεάσες περιορισμού με 
σκοπό τη χαρτογράφηση ή την απομόνωση του 
κλωνοποιημένου ενθέματος. Αντίθετα, αν πρόκειται 
να αναλυθεί η πρωτοδιάταξη του ενθέματος, τότε η 
εκχύλιση με φαινόλη/χλωροφόρμιο είναι χρήσιμο να 
πραγματοποιηθεί μετά την αναδιάλυση του ιζήματος 
με TE-RNase και να ακολουθήσει κατακρήμνιση με 
αιθανόλη και επαναδιάλυση σε διπλά απεσταγμένο 
νερό (double-distilled H2O: [ddH2O]). Η εφαρμογή του 
πρωτοκόλλου περιλαμβάνει τα ακόλουθα βήματα:
1. Μετασχηματισμένα - με το ανασυνδυασμένο 
πλασμίδιο - βακτηριακά κύτταρα αναπτύσσονται σε 
~ 2 ml υγρού θρεπτικού υποστρώματος (LB broth), 
εμπλουτισμένου με το αντιβιοτικό αμπικιλλίνη σε τελική 
συγκέντρωση 100 μg/ml.     
2. Μεταφέρεται 1,5 ml της κορεσμένης βακτηριακής 
καλλιέργειας σε σωληνάκι τύπου eppendorf και 
φυγοκεντρείται σε 3.000 g για 3 λεπτά.
3. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και το σωληνάκι 
τύπου eppendorf αφήνεται ανεστραμμένο για ένα 
περίπου λεπτό πάνω σε πορώδες απορροφητικό χαρτί, 
έτσι ώστε να απομακρυνθούν τα υπολείμματα του 
υγρού θρεπτικού μέσου.
4. Το ίζημα των βακτηριακών κυττάρων επαναδιαλύεται 
σε 100 μl παγωμένου Διαλύματος Ι με ισχυρή ανάδευση 
και επωάζεται σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά.
5. Εισάγονται 200 μl προσφάτως παρασκευασμένου 
Διαλύματος ΙΙ,  ακολουθεί ήπια ανάδευση - με 
αναστροφή του σωλήνα τύπου eppendorf 4 με 5 φορές 
- και επώαση σε πάγο για λιγότερο από 5 λεπτά.
6. Εισάγονται 150 μl παγωμένου Διαλύματος ΙΙΙ, 
ακολουθεί ανάμιξη με ήπια περιδίνηση και το εναιώρημα 
επωάζεται σε πάγο για 7-8 λεπτά.
7. Ακολούθως, πραγματοποιείται φυγοκέντρηση σε 
12.000 g για 10 λεπτά και μεταφορά του υπερκείμενου 
σε νέο σωληνάκι τύπου eppendorf.
8. Το διάλυμα εκχυλίζεται με φαινόλη/χλωροφόρμιο και 
το DNA κατακρημνίζεται με αιθυλική αλκοόλη. 
9. Το ίζημα DNA επαναδιαλύεται σε 100 μl ρυθμιστικού 
διαλύματος TE, το οποίο περιέχει RNάση Α σε 
συγκέντρωση 20 μg/ml.
10. Τέλος, το διάλυμα το οποίο περιέχει το πλασμιδιακό 
DNA αποθηκεύεται στους 4 °C ή στους -20 °C.
χρωμοσωμικό DNA του βακτηριακού κυττάρου και από 
τις πρωτεϊνικές ενώσεις.     
Το πρωτόκολλο απομόνωσης πλασμιδιακού DNA 
από βακτηριακά κύτταρα E. coli με αλκαλική λύση 
χρησιμοποιείται με διάφορες παραλλαγές για 
περισσότερο από 30 χρόνια (Birnboim and Doly, 
1979; Ish-Horowicz and Burke, 1981). Αποδίδει δε 
υψηλές συγκεντρώσεις πλασμιδιακού DNA μεγάλης 
καθαρότητας (3 έως 5 μg πλασμιδιακού DNA ανά ml 
εναιωρήματος βακτηριακής καλλιέργειας).  
Η μέθοδος στηρίζεται αρχικά στη συλλογή των 
βακτηριακών κυττάρων από την καλλιέργεια και την 
αναδιάλυση του ιζήματός τους σε ελαφρώς υπο-
οσμωτικό διάλυμα που περιέχει γλυκόζη. Με αυτό 
τον τρόπο δημιουργείται μία σχετική διόγκωση των 
κυττάρων, χωρίς όμως την οσμωτική καταπόνησή τους 
που θα οδηγούσε σε βίαιη αποδιάταξη των μεμβρανών 
τους. Αυτό το υπο-οσμωτικό διάλυμα περιέχει επίσης 
χηλικό παράγοντα EDTA για την αναστολή της δράσης 
ενδοκυτταρικών νουκλεασών και τέλος ρυθμιστικό 
διάλυμα Tris για τη διατήρηση του pΗ σε επιθυμητά 
επίπεδα.
Η μέθοδος της αλκαλικής λύσης περιγράφει την 
αποδιάταξη των πρωτεϊνών του βακτηρίου και του DNA 
του, παρουσία του παράγοντα απορρύπανσης SDS 
και υδροξειδίου του νατρίου (NaOH). Ο παράγοντας 
απορρύπανσης SDS διαλυτοποιεί τα φωσφολιπίδια και 
τις πρωτεϊνικές ενώσεις των κυτταρικών μεμβρανών, 
ενώ το NaOH καταστρέφει τους δεσμούς υδρογόνου και 
van der Waals του DNA και των πρωτεϊνών. Επιπλέον, 
η παρουσία του NaOH επιτρέπει την ελεγχόμενη 
διάτρηση των μεμβρανών και όχι την πλήρη αποδιάταξή 
τους, έτσι ώστε αυτές να συνεχίσουν να συγκρατούν 
το χρωμοσωμικό DNA εντός του βακτηριακού 
κυττάρου και να επιτρέπουν μόνο στο πλασμιδιακό 
DNA να εξέρχεται στο υγρό μέσο. Κατά τη διάρκεια 
της αλκαλικής λύσης των βακτηριακών κυττάρων, 
οι πρωτεΐνες, οι φωσφολιπιδικές μεμβράνες και το 
αποδιαταγμένο χρωμοσωμικό DNA που συγκρατείται 
σε αυτές, δημιουργούν σύμπλοκα τα οποία καλύπτονται 
από μόρια SDS. Παρουσία υψηλής συγκέντρωσης 
οξικού καλίου, εξουδετερώνονται οι αλκαλικές συνθήκες 
λύσης και τα προαναφερθέντα σύμπλοκα τελικά 
κατακρημνίζονται ως αδιάλυτα.
Η πλειονότητα του βακτηριακού RNA αλλά και 
του πλασμιδιακού DNA παραμένουν διαλυτά στο 
υπερκείμενο και μπορούν ύστερα από φυγοκέντρηση, 
εκχύλιση με φαινόλη/χλωροφόρμιο και κατακρήμνιση 
με αιθυλική αλκοόλη, να συλλεχθούν. Το πλασμιδιακό 
DNA μπορεί να απαλλαχθεί από την παρουσία του 
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Solution), το οποίο έχει προθερμανθεί σε θερμοκρασία 
65 °C.
10. Ακολουθεί επώαση της στήλης σε θερμοκρασία 
δωματίου για ~ 3 λεπτά - ώστε να ενυδατωθεί - και, 
τέλος, πραγματοποιείται έκλουση του πλασμιδιακού 
DNA με φυγοκέντρηση σε 14.000 g για 2 λεπτά.         
11. Το διάλυμα τα οποίο περιέχει το πλασμιδιακό DNA 
αποθηκεύεται στους 4 °C ή στους -20 °C.
4. Χειρισμοί νουκλεϊνικών οξέων
4.1. Εκχύλιση DNA με φαινόλη/χλωροφόρμιο
Η εκχύλιση των νουκλεϊνικών οξέων περιλαμβάνει 
την προσθήκη ίσων όγκων οργανικών διαλυτών 
(φαινόλης και χλωροφορμίου) σε ένα υδατικό διάλυμα 
ομογενοποιημένου ιστού ή κυττάρων που έχουν υποστεί 
λύση, την ανάμιξη των δύο φάσεων (της οργανικής 
και της υδατικής) και, τέλος, τον διαχωρισμό τους με 
φυγοκέντρηση. Η φυγοκέντρηση του μίγματος αποδίδει 
δύο φάσεις: την κάτω οργανική φάση και την πάνω 
υδατική φάση.
Η αρχή αυτής της μεθόδου βασίζεται στην ικανότητα 
της φαινόλης να αποδιατάσσει τις βιολογικές μεμβράνες 
και τις πρωτεϊνικές δομές του κυττάρου. Επιπλέον, 
η προσθήκη χλωροφορμίου προωθεί περαιτέρω τη 
δημιουργία διφασικού διαλύματος, διασφαλίζοντας τον 
ευκολότερο διαχωρισμό της οργανικής από την υδατική 
φάση. Και αυτό διότι η πυκνότητα της φαινόλης (1,07 
g/cm3) βρίσκεται πολύ κοντά στην πυκνότητα του 
νερού (1,0 g/cm3). Έτσι, το χλωροφόρμιο, έχοντας 
μεγαλύτερη πυκνότητα (1,47 g/cm3) σε σχέση με αυτή 
της φαινόλης, προστιθέμενο σε αυτή, διαφοροποιεί 
αρκετά την πυκνότητα της οργανικής φάσης από την 
υδατική. Συνεπώς, καθώς η προσθήκη χλωροφορμίου 
υποχρεώνει σε σαφέστερο διαχωρισμό τις δύο φάσεις, 
βοηθά ώστε η απομάκρυνση της υδατικής φάσης να 
συνοδεύεται με τη λιγότερη δυνατή διασταυρούμενη 
μόλυνσή της από την οργανική φάση (Sambrook et al., 
1989; O’Neil, 2006).
Γενικά, μια ουσία διαλύεται καλύτερα σε ένα διαλύτη 
που έχει την περισσότερο όμοια χημική δομή με την 
ίδια. Έτσι, τα νουκλεϊνικά οξέα, ως πολικά μόρια, 
λόγω των αρνητικά φορτισμένων φωσφορικών 
τους ομάδων είναι διαλυτά στην άνω υδατική φάση 
και όχι στην κάτω οργανική φάση, αφού το νερό 
είναι περισσότερο πολικός διαλύτης από ότι είναι η 
φαινόλη. Αντιστρόφως, οι πρωτεΐνες επειδή περιέχουν 
φορτισμένες και αφόρτιστες επικράτειες, παρουσιάζουν 
τόσο υδρόφοβες όσο και υδρόφιλες περιοχές. Έτσι, 
3.4. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με τη χρήση 
του Invisorb® Spin Plasmid Mini Two Kit (της 
εταιρίας Invitech)
Το συγκεκριμένο kit βασίζεται στο συνδυασμό αλκαλικής 
λύσης των βακτηριακών κυττάρων και την πρόσδεση 
του πλασμιδιακού DNA σε ειδικής κατασκευής και 
σύστασης ρητίνη, της οποίας η σύνθεση δεν δίνεται. 
Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε βασίζεται στο 
εγχειρίδιο χρήσης της παρασκευάστριας εταιρίας:
1. Μετασχηματισμένα - με το ανασυνδυασμένο 
πλασμίδιο - βακτηριακά κύτταρα αναπτύσσονται σε 
~ 2 ml υγρού θρεπτικού υποστρώματος (LB broth), 
εμπλουτισμένου με το αντιβιοτικό αμπικιλλίνη σε τελική 
συγκέντρωση 100 μg/ml.     
2. Μεταφέρεται 1,5 ml της κορεσμένης βακτηριακής 
καλλιέργειας σε σωληνάκι τύπου eppendorf και 
φυγοκεντρείται σε 14.000 g για 1 λεπτό.
3. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και το σωληνάκι 
τύπου eppendorf αφήνεται ανεστραμμένο για ένα 
περίπου λεπτό πάνω σε πορώδες απορροφητικό χαρτί, 
έτσι ώστε να απομακρυνθούν τα υπολείμματα του 
υγρού θρεπτικού μέσου.
4. Το ίζημα των βακτηριακών κυττάρων επαναδιαλύεται 
σε 250 μl Διαλύματος Α με ισχυρή ανάδευση. 
Προσθέτονται 250 μl Διαλύματος Β, ακολουθεί ήπια 
ανάδευση και επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 5 
λεπτά.
5. Προσθέτονται 250 μl Διαλύματος C και μετά από 
ήπια ανάδευση το διάλυμα φυγοκεντρείται σε 14.000 g 
για 5 λεπτά.
6. Το υπερκείμενο διάλυμα μεταφέρεται στην ειδική 
στήλη κατακράτησης του DNA (Spin Filter), η οποία 
έχει προηγουμένως τοποθετηθεί σε σωλήνα συλλογής 
(Receiver Tube). Ακολουθεί επώαση σε θερμοκρασία 
δωματίου για 2 λεπτά και  φυγοκέντρηση σε 10.000 g 
για 1 λεπτό.
7. Το υγρό έκλουσης που συγκεντρώνεται στο σωλήνα 
συλλογής απορρίπτεται και η στήλη επανατοποθετείται 
σ΄ αυτόν. Εισάγονται στη στήλη 750 μl Διαλύματος 
Πλύσης (Wash Solution) και ακολουθεί φυγοκέντρηση 
σε 10.000 g για 1 λεπτό.
8. Το υγρό έκλουσης που συγκεντρώνεται και 
πάλι στο σωλήνα συλλογής απορρίπτεται, η 
στήλη επανατοποθετείται σ΄ αυτόν και ακολουθεί 
φυγοκέντρηση σε 14.000 g για 3 λεπτά, ώστε να 
απομακρυνθεί πλήρως η αιθυλική αλκοόλη του 
Διαλύματος Πλύσης.
9. Η στήλη μεταφέρεται σε σωλήνα τύπου eppendorf και 
προστίθενται 100 μl  από το Διάλυμα Έκλουσης (Elution 
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4.2. Κατακρήμνιση DNA με αιθυλική αλκοόλη
Η κατακρήμνιση των νουκλεϊνικών οξέων με αιθυλική 
αλκοόλη είναι μια ευρέως διαδεδομένη μέθοδος 
συμπύκνωσης και ανάκτησής τους από υδατικά 
διαλύματα. Η κατακρήμνιση επιτυγχάνεται με την 
προσθήκη άλατος και αιθανόλης στο διάλυμα που 
περιέχει τα νουκλεϊνικά οξέα. 
Έχει ήδη αναφερθεί ότι τα νουκλεϊνικά οξέα, ως πολικά 
μόρια, είναι διαλυτά σε έναν πολικό διαλύτη όπως 
είναι το νερό. Πιο συγκεκριμένα, τα μόρια του νερού 
σχηματίζουν ένα υδατικό περίβλημα γύρω από τα 
μόρια των νουκλεϊνικών οξέων, μέσω αλληλεπιδράσεων 
διπόλου-διπόλου με τα τελευταία, διαχωρίζοντας έτσι 
μεταξύ τους τα διαφορετικά πολυμερή των νουκλεϊνικών 
οξέων και επιτρέποντας τη διασπορά τους στο διάλυμα. 
Το άλας που χρησιμοποιείται ευρύτατα στην 
κατακρήμνιση των νουκλεϊνικών οξέων είναι το οξικό 
νάτριο (CH3COONa), σε τελική συγκέντρωση 0,3Μ και 
pH 5,2 (Sambrook et al., 1989). Το μόριο αυτού του 
καρβοξυλικού άλατος, όταν βρίσκεται σε υδατικό μέσο 
το οποίο έχει θερμοκρασία δωματίου, διίσταται πλήρως 
σε καρβοξυλικό ανιόν και σε κατιόν νατρίου (Chang, 
2005) σύμφωνα με την ακόλουθη χημική εξίσωση:
CH3COONa → CH3COO
- + Na+
Εξαιτίας των δομικών διαφορών μεταξύ αιθανόλης 
και νερού, η αιθανόλη παρουσιάζει πολύ χαμηλότερη 
διηλεκτρική σταθερά σε σχέση με αυτή του νερού (24 και 
80 F/m αντίστοιχα). Σε διαλύτες με χαμηλή διηλεκτρική 
σταθερά, τα αντίθετα φορτισμένα ιόντα σχηματίζουν 
ευκολότερα ζεύγη (Izutsu, 2003). Συνεπώς, η προσθήκη 
αιθυλικής αλκοόλης μειώνει αισθητά τη διηλεκτρική 
σταθερά του διαλύματος που περιέχει τα αρνητικά 
φορτισμένα νουκλεϊνικά οξέα και τα μονοσθενή κατιόντα 
νατρίου (Na+), και για αυτό το λόγο οι μεταξύ τους ελκτικές 
δυνάμεις Coulomb αυξάνονται αρκετά (βλ. και Πλαίσιο 
Πληροφοριών2). Έτσι, η αντίσταση του ηλεκτρικού 
πεδίου του υδατικού περιβλήματος των νουκλεϊνικών 
οξέων μειώνεται σε τέτοιο βαθμό, ώστε τελικά να 
επιτρέπεται η αποτελεσματική αλληλεπίδραση μεταξύ 
των αρνητικά φορτισμένων νουκλεϊνικών οξέων και 
των μονοσθενών κατιόντων νατρίου. Αυτή η σημαντική 
αύξηση των ελκτικών αλληλεπιδράσεων παρέχει την 
ισχύ που απαιτείται, ώστε να σχηματισθούν σταθεροί 
ιοντικοί δεσμοί. Σε αυτή την περίπτωση η εξουδετέρωση 
των αρνητικών φορτίων των νουκλεϊνικών οξέων είναι 
γεγονός, κάτι που τα καθιστά αδιάλυτα στο νερό με 
άμεση συνέπεια την καθίζησή τους.
Η κατακρήμνιση νουκλεϊνικών οξέων με αιθανόλη είναι 
μια διαδικασία που περιγράφεται από τα εξής βήματα:       
η αλληλεπίδραση μεταξύ φαινόλης και υδρόφοβων 
περιοχών των πρωτεϊνών, αλλά και μεταξύ φαινόλης 
και διαφόρων πολυμερών (συμπεριλαμβανομένων των 
υδατανθράκων), προκαλεί την κατακρήμνιση και την 
συγκέντρωσή τους στη διεπιφάνεια μεταξύ των δύο 
φάσεων (μεσόφαση). Επίσης, η αλληλεπίδραση μεταξύ 
φαινόλης και μεμβρανικών φωσφολιπιδίων καθιστά 
τα τελευταία διαλυτά στην κατωφέρεια της οργανικής 
φάσης (Avison, 2007).
Το pΗ της φαινόλης καθορίζει σε ποια από τις δύο 
φάσεις θα βρεθούν τα νουκλεϊνικά οξέα. Έτσι, εάν 
η φαινόλη έχει εξισορροπημένο pH (ουδέτερο έως 
ελαφρώς αλκαλικό, δηλαδή ~ 7-8), οι φωσφορικές 
ομάδες των νουκλεϊνικών οξέων παραμένουν αρνητικά 
φορτισμένες, και άρα τα νουκλεϊνικά οξέα βρίσκονται 
διαλυτοποιημένα στην υδατική φάση. Τα νουκλεϊνικά 
οξέα απομακρύνονται από την υδατική φάση με ρυθμό 
που αυξάνεται όσο μειώνονται τα επίπεδα του pH της 
φαινόλης, και μεγιστοποιείται σε pH 4,8. Σε αυτό το όξινο 
pΗ, οι περισσότερες πρωτεΐνες και τα μικρά θραύσματα 
νουκλεϊνικών οξέων (<10 kb) κλασματοποιούνται στην 
οργανική φάση. Τα μεγάλα θραύσματα νουκλεϊνικών 
οξέων, καθώς και μερικές πρωτεΐνες, απαντώνται στη 
μεσόφαση (Chomczynski and Sacchi, 1987; Puissant 
and Houdebine, 1990). Όσον αφορά τα νουκλεϊνικά 
οξέα, τα τελευταία γεγονότα λαμβάνουν χώρα εξαιτίας 
του ότι τα αρνητικά φορτία των φωσφορικών τους 
ομάδων εξουδετερώνονται, σε όξινες συνθήκες, λόγω 
πρωτονίωσής τους. Έτσι, τα μη πολικά πλέον μόρια 
των νουκλεϊνικών οξέων δεν είναι διαλυτά στην πολική 
υδάτινη φάση. 
Τα βήματα που ακολουθούνται για την διενέργεια 
εκχύλισης DNA με φαινόλη/χλωροφόρμιο είναι τα εξής: 
1. Σε διάλυμα DNA όγκου V προστίθεται ίσος όγκος 
διαλύματος φαινόλης-χλωροφόρμιου (σε αναλογία 
V/2:V/2) και ακολουθεί ήπια ανάδευση, έως ότου 
σχηματισθεί ένα ομοιογενές διάλυμα.
2. Έπειτα, πραγματοποιείται φυγοκέντρηση σε 14.000 
g για 5 λεπτά, ώστε να διαχωριστούν οι δύο φάσεις (η 
υδατική και η οργανική).
3. Ακολούθως, γίνεται μεταφορά της υδατικής φάσης 
σε καθαρό σωλήνα τύπου eppendorf, προσθήκη ίσου 
όγκου  διαλύματος χλωροφορμίου, ανάδευση και 
φυγοκέντρηση σε 14.000 g για 5 λεπτά.
4. Γίνεται επανάληψη του προηγούμενου σταδίου.
5. Τέλος, η υδατική φάση μεταφέρεται σε νέο σωλήνα 
τύπου eppendorf και γίνεται ανάκτηση του DNA με 
κατακρήμνιση με αιθυλική αλκοόλη.
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συγκαθιζάνει με τα νουκλεϊνικά οξέα  (Sambrook et al., 
1989). 
- Τέλος, η κατακρήμνιση μικρών συγκεντρώσεων 
νουκλεϊνικών οξέων μπορεί να υποβοηθηθεί με  την 
προσθήκη φορέων. Αυτοί οι φορείς είναι μεγαλομοριακές 
ενώσεις, αδιάλυτες στην αιθανόλη και στην 
ισοπροπανόλη, οι οποίες δημιουργούν συσσωματώματα 
τα οποία συμπαρασύρουν τα μόρια των νουκλεϊνικών 
οξέων κατά την διαδικασία της κατακρήμνισής τους, 
αυξάνοντας έτσι την απόδοση της μεθόδου (Sambrook 
et al., 1989). Κατά τη διάρκεια της φυγοκέντρησης 
οι φορείς σχηματίζουν ένα διακριτό ίζημα, το οποίο 
απομακρύνεται εύκολα με το υπερκείμενο, χωρίς να 
αναταράσσεται και να επιμολύνεται το ίζημα των 
νουκλεϊνικών οξέων. Τέτοιοι φορείς μπορεί να είναι:
α) Μόρια tRNA ζύμης (σε τελική συγκέντρωση 10-
20 μg/ml). Αποτελούν φθηνό βιολογικό υλικό. 
Το βασικό μειονέκτημά τους έχει να κάνει με την 
αναστολή των αντιδράσεων που καταλύονται από την 
πολυνουκλεοτιδική κινάση (Michelson and Orkin, 1982).
β) Το γλυκογόνο (σε τελική συγκέντρωση 50-150 
μg/ml). Είναι αδρανής φορέας. Δεν αναστέλλει τη 
δράση των ενζύμων περιορισμού σε αντιδράσεις 
πέψης δεσοξυριβοζονουκλεϊνικών οξέων (όταν η 
τελική συγκέντρωσή του δεν υπερβαίνει τα 30 mg/
ml), την ενεργότητα της Τ4 DNA λιγάσης (όταν η 
τελική συγκέντρωσή του δεν υπερβαίνει τα 7 mg/ml), 
αλλά ούτε και τις αντιδράσεις υβριδοποίησης (Tracy, 
1981). Ωστόσο, το γλυκογόνο μπορεί να παρεμβαίνει 
στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ νουκλεϊνικών οξέων και 
πρωτεϊνών (Gaillard and Strauss, 1990).
γ) Το γραμμικό πολυακρυλαμιδίο (σε τελική 
συγκέντρωση 10-20 μg/ml). Είναι αδρανής, ουδέτερος 
φορέας πολύ αποτελεσματικός ακόμη και στην 
κατακρήμνιση πολύ μικρών ποσοτήτων νουκλεϊνικών 
οξέων (της τάξης των pg) (Gaillard and Strauss, 
1990). Δεν αναστέλλει τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ 
νουκλεϊνικών οξέων και πρωτεϊνών (Strauss and Var-
shavsky, 1984), την κλωνοποίηση, τις ενζυμικές 
αντιδράσεις (συμπεριλαμβανομένων των αντιδράσεων 
που καταλύονται από την πολυνουκλεοτιδική κινάση 
και των αντιδράσεων σύνδεσης που καταλύονται από 
την Τ4 DNA λιγάση) ή την ηλεκτροφορητική διαδικασία 
(Aruffo and Seed, 1987).
1. Σε υδατικό διάλυμα νουκλεϊνικών οξέων όγκου 
V προστίθεται 1/10 V διαλύματος οξικού νατρίου 
(CH3COOΝα) 3 Μ (ώστε η τελική συγκέντρωση του 
διαλύματος οξικού νατρίου να είναι 0,3 Μ) και διπλάσιος 
όγκος (2 V) παγωμένης απόλυτης αιθυλικής αλκοόλης 
100%.
2. Το μείγμα αναδεύεται και τοποθετείται στους -80 °C 
για 15 λεπτά. Ακολούθως, φυγοκεντρείται σε 14.000 g 
για 20 λεπτά.
3. Το υπερκείμενο απομακρύνεται και στο ίζημα 
εισάγεται μισός όγκος (0,5 V) αιθυλικής αλκοόλης 70%, 
ώστε να απομακρυνθούν τα εναπομείναντα άλατα.
4. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 14.000 g για 5 λεπτά και 
απομάκρυνση του υπερκείμενου.
5. Το ίζημα ξηραίνεται σε θερμοκρασία δωματίου και 
επαναδιαλύεται σε ddH2O.
Εναλλακτικές χρήσεις αντιδραστηρίων
- Η ισοπροπανόλη μπορεί να χρησιμοποιηθεί 
εναλλακτικά, αντί της αιθανόλης, στην κατακρήμνιση 
νουκλεϊνικών οξέων (Sambrook et al., 1989). Έχει 
μικρότερη διηλεκτρική σταθερά από την αιθυλική 
αλκοόλη και αυτό διότι είναι λιγότερο πολικό μόριο 
από αυτήν. Αυτό που καθιστά την ισοπροπανόλη 
λιγότερο πολική ένωση από την αιθανόλη είναι το 
επιπλέον άτομο C στο μόριό της. Έτσι, η υδροξυλομάδα 
της ισοπροπανόλης, που αποτελεί το πολικό τμήμα 
της ένωσης, έχει μικρότερη επίδραση σε αυτή από ότι 
στην αιθανόλη. Δηλαδή, οι ιδιότητες του μορίου της 
ισοπροπανόλης καθορίζονται κατ’ ουσία από τους μη 
πολικούς δεσμούς C-H. Για τους παραπάνω λόγους, 
οι απαιτούμενοι για την κατακρήμνιση νουκλεϊνικών 
οξέων όγκοι ισοπροπανόλης είναι σημαντικά μικρότεροι, 
συγκριτικά με αυτούς της αιθανόλης, και μπορεί να 
μειωθούν στο μισό.
- Εκτός του πλέον διαδεδομένου οξικού νατρίου μπορούν 
εναλλακτικά να χρησιμοποιηθούν στην κατακρήμνιση 
των νουκλεϊνικών οξέων και τα παρακάτω άλατα:
α) Το οξικό αμμώνιο (CH3COONH4) (σε τελική 
συγκέντρωση 2 Μ). Μειώνει τη συγκαθίζηση των 
dNTPs και των ολιγοσακχαριτών. Είναι ιδανικό για 
χρήση μετά από πέψη πηκτωμάτων αγαρόζης. Δεν 
πρέπει να χρησιμοποιείται εάν μετέπειτα χειρισμοί 
περιλαμβάνουν αντιδράσεις φωσφορυλίωσης, διότι 
η πολυνουκλεοτιδική κινάση αναστέλλεται από τα 
κατιόντα αμμωνίου (NH4
+) (Sambrook et al., 1989).   
β) Το χλωριούχο νάτριο (NaCl) (με τελική συγκέντρωση 
0,2 Μ). Χρησιμοποιείται εάν το δείγμα περιέχει 
παράγοντα απορρύπανσης SDS. Και αυτό διότι το NaCl 
κρατά διαλυτό το SDS στην 70% αιθανόλη, ώστε να μην 
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σε συγκέντρωση δίκλωνου DNA της τάξης των ~ 50 μg/
ml. Επίσης, η συγκέντρωση του μονόκλωνου DNA ή του 
RNA, που αντιστοιχεί σε OD=1, είναι της τάξης των  ~ 40 
μg/ml (Sambrook and Russell, 2001). Ο λόγος των τιμών 
απορρόφησης υπεριώδους φωτός σε μήκη κύματος 260 
nm και 280 nm (OD260/OD280) παρέχει μία εκτίμηση της 
καθαρότητας των νουκλεϊνικών οξέων. Συγκεκριμένα, 
για καθαρό διάλυμα νουκλεϊνικών οξέων ο λόγος OD260/
OD280 έχει τιμή ~ 1,8-2,0. Η τιμή του λόγου μειώνεται 
σημαντικά όταν το διάλυμα των νουκλεϊνικών οξέων 
έχει προσμίξεις πρωτεϊνών ή φαινόλης.             
Ηλεκτροφορητικός ποσοτικός προσδιορισμός
Ο εμπειρικός  ποσοτικός προσδιορισμός  των 
νουκλεϊνικών οξέων με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 
αγαρόζης στηρίζεται στη σύγκριση της έντασης 
φθορισμού του δείγματος ενδιαφέροντος, με εκείνη 
γνωστού μεγέθους  και συγκέντρωσης μοριακού 
4.3. Ποσοτικός προσδιορισμός νουκλεϊνικών 
οξέων 
Φασματοφωτομετρικός ποσοτικός προσδιορισμός
Η μέθοδος βασίζεται στο ότι τα νουκλεϊνικά οξέα 
απορροφούν  εκλεκτικά  υπεριώδες   φως σε  μήκος 
κύματος 260 nm. Έτσι, ένα διάλυμα νουκλεϊνικών οξέων 
εκτίθεται σε υπεριώδες φως, του συγκεκριμένου μήκους 
κύματος, και ο φωτοανιχνευτής του φασματοφωτομέτρου 
μετρά πόσο από αυτό απορροφάται από το διάλυμα. 
Όσο περισσότερο υπεριώδες φως απορροφάται από το 
διάλυμα τόσο υψηλότερη είναι και η συγκέντρωση των 
νουκλεϊνικών οξέων σ΄ αυτό.
Η χρήση του νόμου Beer-Lambert μπορεί να συσχετίσει 
την ποσότητα του φωτός που απορροφούν τα 
νουκλεϊνικά οξέα με τη συγκέντρωσή τους. Βάσει του 
συγκεκριμένου νόμου, τιμή οπτικής πυκνότητας (Opti-
cal Density [OD]) ίση με τη μονάδα (OD=1) αντιστοιχεί 
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σε αυτόν. Προστίθενται 700 μl Διαλύματος Πλύσης 
Μεμβράνης [Membrane Wash Solution] και ακολουθεί 
φυγοκέντρηση σε 16.000 g για ένα λεπτό.
6. Το υγρό που συγκεντρώνεται στο σωλήνα συλλογής 
απομακρύνεται και η μικροστήλη επανατοποθετείται 
σε αυτόν. Προστίθενται 500 μl Διαλύματος Πλύσης 
Μεμβράνης [Membrane Wash Solution] και ακολουθεί 
φυγοκέντρηση σε 16.000 g για πέντε λεπτά.
7. Το υγρό που συγκεντρώνεται στο σωλήνα συλλογής 
απομακρύνεται και η μικροστήλη επανατοποθετείται 
σε αυτόν. Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 14.000 g για 
ένα λεπτό, με το καπάκι της συσκευής φυγοκέντρησης 
ανοικτό, ώστε να εξατμιστεί πλήρως η αιθανόλη.
8. Η μικροστήλη μεταφέρεται σε σωληνάκι τύπου ep-
pendorf και προστίθενται 30-40 μl Νερού Ελεύθερου 
Νουκλεασών [Nuclease-Free Water], το οποίο έχει 
προθερμανθεί σε θερμοκρασία 50 °C.
9. Ακολουθεί επώαση της μικροστήλης σε θερμοκρασία 
δωματίου για ~ 3 λεπτά, ώστε να ενυδατωθεί, και 
ακολούθως πραγματοποιείται έκλουση του DNA με 
φυγοκέντρηση σε 16.000 g για δύο λεπτά.
10. Απορρίπτεται  η μικροστήλη και το DNA 
αποθηκεύεται στους 4 °C ή στους -20 °C.
Σε αυτό το σημείο πρέπει να επισημανθούν τα εξής:
α) Όταν τα προς ανάκτηση τμήματα DNA έχουν μήκος 
από 4 kb και πάνω, πρέπει όπου χρειάζεται ανάδευση 
να γίνεται με ήπιο τρόπο για αποφυγή του κινδύνου 
κατακερματισμού των ανακτώμενων τμημάτων DNA.
β) Η ανάκτηση του DNA που επιτυγχάνεται από το 
μέσο μπορεί να φτάσει έως και το 95%. Πάντως, σε 
κάθε περίπτωση το ποσοστό ανάκτησης εξαρτάται και 
από το μήκος του τμήματος DNA που ανακτάται, με το 
ποσοστό αυτό να μειώνεται όσο μεγαλύτερο είναι το 
μήκος του DNA.
γ) Η μέγιστη ποσότητα DNA που μπορεί να δεσμεύσει 
η μικροστήλη είναι περί τα 40 μg, ενώ αντίθετα έχει 
ανακτηθεί επιτυχώς και πολύ μικρή ποσότητα DNA (της 
τάξης των 10 ng).    
4.5. Κατάτμηση νουκλεϊνικών οξέων με 
ενδονουκλεάσες περιορισμού
Οι ενδονουκλεάσες περιορισμού τέμνουν το μονόκλωνο 
ή δίκλωνο DNA σε ειδικές θέσεις αναγνώρισης της 
νουκλεοτιδικής αλληλουχίας, που καλούνται θέσεις 
περιορισμού, υδρολύοντας τους φωσφοδιεστερικούς 
δεσμούς εντός της πολυνουκλεοτιδικής αλυσίδας (Rob-
erts et al., 1976). Τις θέσεις περιορισμού αποτελούν 
παλίνδρομες αλληλουχίες τεσσάρων έως οκτώ συνήθως 
νουκλεοτιδίων. Από τη δράση των ενδουκλεασών 
μάρτυρα, ο οποίος ηλεκτροφορείται παράλληλα. 
H μέθοδος αυτή βασίζεται στην ικανότητα των 
νουκλεϊνικών οξέων να δεσμεύουν χρωστικές ουσίες - 
όπως το βρωμιούχο αιθίδιο [Et-Br] - οι οποίες φθορίζουν 
κάτω από το υπεριώδες φως. Η ελάχιστη συγκέντρωση 
νουκλεϊνικών οξέων που μπορούν να ανιχνευθούν με 
αυτό τον τρόπο είναι τα 10 ng, εφόσον ηλεκτροφορηθούν 
σε πήκτωμα αγαρόζης 1% που περιέχει 0,5 g Et-Br/ml 
διαλύματος.
4.4. Ανάκτηση μορίων νουκλεϊνικών οξέων από 
πήκτωμα αγαρόζης με τη χρήση του  Wizard® SV 
Gel and PCR Clean-Up System kit (της εταιρίας 
Promega)
H ανάκτηση μορίων DNA, έπειτα από διαχωρισμό 
με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης, 
πραγματοποιείται σύμφωνα με τις οδηγίες του 
τεχνικού εγχειριδίου της παρασκευάστριας εταιρίας. Η 
διαδικασία περιλαμβάνει σε αδρές γραμμές: τη θερμική 
διαλυτοποίηση του πηκτώματος αγαρόζης παρουσία 
ισοθειοκυανικής γουανιδίνης (η οποία περιέχεται στο 
διάλυμα πρόσδεσης στη μεμβράνη [Membrane Bind-
ing Solution]), τη δέσμευση των μορίων του DNA σε 
μεμβράνη πυριτικής σύστασης (παρουσία αλάτων) 
και, τέλος, την έκλουση του DNA με νερό ελεύθερο 
νουκλεασών. Η διαδικασία περιλαμβάνει τα βήματα που 
περιγράφονται παρακάτω:  
1. Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης το επιθυμητό 
τμήμα DNA αποκόπτεται από το πήκτωμα αγαρόζης 
και εισάγεται σε σωληνάκι τύπου eppendorf, του οποίου 
το απόβαρο έχει από πριν ζυγιστεί. Ακολουθεί η ζύγιση 
του σωλήνα τύπου eppendorf που περιέχει το κομμένο 
τμήμα του πηκτώματος αγαρόζης. Με την αφαίρεση 
του απόβαρου του σωλήνα τύπου eppendorf από το 
μεικτό του βάρος προσδιορίζεται το καθαρό βάρος του 
πηκτώματος.  
2. Προστίθενται 10 μl Διαλύματος Πρόσδεσης στη 
Μεμβράνη [Membrane Binding Solution] για κάθε 10 mg 
πηκτώματος.
3. Το μείγμα επωάζεται στους 65 °C, με σχετικά ήπια 
ανάδευση σε τακτά χρονικά διαστήματα, έως ότου 
επιτευχθεί η πλήρης διάλυση του πηκτώματος.
4. Το μείγμα εισάγεται σε μικροστήλη [SV Minicolumn], 
η οποία έχει τοποθετηθεί από πριν σε σωλήνα συλλογής 
[Collection Tube], ακολουθεί επώαση σε θερμοκρασία 
δωματίου για ένα λεπτό και φυγοκέντρηση σε 16.000 g 
για ένα λεπτό.
5. Το υγρό που συγκεντρώνεται στο σωλήνα συλλογής 
απομακρύνεται και η μικροστήλη επανατοποθετείται 
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Η δράση κάθε ενζύμου περιορισμού εξαρτάται από τη 
θερμοκρασία επώασης και τη σύσταση του διαλύματος 
επώασης. Το διάλυμα επώασης, δε, καθορίζει την ιοντική 
ισχύ του περιβάλλοντος στο οποίο θα δράσει το ένζυμο. 
Επίσης,  το διάλυμα επώασης περιέχει σουλφιδρίλια 
(όπως διθειοθρεϊτόλη) για την αναστολή της δράσης 
άλλων νουκλεασών που ενδεχομένως υπάρχουν. 
Τέλος, η ποσότητα του ενζύμου περιορισμού που θα 
χρησιμοποιηθεί εξαρτάται από την ποσότητα και το 
μήκος του DNA που πρόκειται να τμηθεί (Sambrook et 
al., 1989).
Πριν τη διενέργεια μιας αντίδρασης περιορισμού DNA 
πρέπει να λαμβάνονται υπόψη τα παρακάτω (Sambrook 
et al., 1989):
α) Ως μονάδα ενεργότητας του ενζύμου περιορισμού 
(unit) ορίζεται το ποσό του ενζύμου που απαιτείται για 
την κατάτμηση 1μg DNA, μήκους 40 kb, σε μία ώρα, 
στην ενδεικνυόμενη θερμοκρασία επώασης και σε 
αντίδραση τελικού όγκου 20μl.       
β) Η ποσότητα του ενζύμου περιορισμού σε μια τέτοια 
αντίδραση δεν πρέπει να υπερβαίνει το 10% του 
συνολικού όγκου της αντίδρασης, διότι σε αυτή την 
περίπτωση η γλυκερόλη, η οποία αποτελεί το μέσο 
διατήρησης του ενζύμου, μπορεί λόγω της αυξημένης 
παρουσίας της να ανακόψει την πορεία της αντίδρασης. 
γ) Η ποσότητα του χρησιμοποιούμενου ενζύμου 
περιορισμού μπορεί να μειωθεί, αν αυξηθεί ο χρόνος 
επώασης της αντίδρασης κατάτμησης.
Η διαδικασία κατάστρωσης μιας αντίδρασης 
περιορισμού περιλαμβάνει τα ακόλουθα βήματα:
1) Σε σωληνάκι τύπου eppendorf εισάγονται διαδοχικά 
το DNA που πρόκειται να υποστεί περιορισμό, το 
ρυθμιστικό διάλυμα του ενζύμου, ο κατάλληλος όγκος 
ddH2O και τέλος το ένζυμο.
2) Το μείγμα αναδεύεται ήπια και προσεκτικά με τη 
χρήση μικροπιπέτας και ακολούθως επωάζεται στην 
κατάλληλη για το κάθε ένζυμο θερμοκρασία και στον 
κατάλληλο χρόνο (συνήθως στους 37 °C για 1 ώρα). 
3) Η αντίδραση περιορισμού τερματίζεται είτε με την 
προσθήκη του χηλικού παράγοντα EDTA (με στόχο τη 
δέσμευση των ιόντων Mg2+ και άρα την αναστολή της 
δράσης του ενζύμου) είτε με την επώαση της αντίδρασης 
στην ενδεικνυόμενη θερμοκρασία απενεργοποίησης 
του ενζύμου.           
5. Πλασμιδιακή κλωνοποίηση 
Οι πλασμιδιακοί φορείς κλωνοποίησης είναι σχετικά 
μικρά, δίκλωνα, κλειστά-κυκλικά, εξωχρωμοσωμικά 
μόρια DNA που μπορούν να αναπτύσσονται σε μία 
περιορισμού, ανάλογα με την αλληλουχία των ειδικών 
θέσεων αναγνώρισης, προκύπτουν τμήματα DNA με 
τυφλά ή προεξέχοντα κολλώδη άκρα.
Οι ενδονουκλεάσες περιορισμού κατατάσσονται σε 
τρεις τύπους (Τύπος I, II και III) ανάλογα με το είδος 
του συμπαράγοντα που χρειάζονται για να δράσουν, 
τη φύση των ειδικών θέσεων αναγνώρισης και τη θέση 
του σημείου τομής της πολυνουκλεοτιδικής αλυσίδας σε 
σχέση με το σημείο της ειδικής θέσης αναγνώρισης. Πιο 
συγκεκριμένα:
α) Οι ενδονουκλεάσες περιορισμού Τύπου I, τέμνουν το 
DNA σε μία τυχαία απόσταση - τουλάχιστον 1000 bp 
- από τη ειδική θέση αναγνώρισής τους. Απαιτούν δε 
για την πλήρη ενεργότητά τους τούς συμπαράγοντες 
S-αδενοσύλ-L-μεθειονίνη, ATP και ιόντα μαγνησίου 
(Mg2+). Φέρουν ταυτόχρονα ενεργότητα ενδονουκλεάσης 
περιορισμού και μεθυλάσης.
β) Οι ενδονουκλεάσες περιορισμού Τύπου ΙI, τέμνουν 
το DNA εντός της ειδικής θέσης αναγνώρισής τους. 
Απαιτούν για την πλήρη ενεργότητά τους μόνο 
ιόντα μαγνησίου (Mg2+) ως συμπαράγοντα. Φέρουν 
ενεργότητα μόνο ενδονουκλεάσης περιορισμού. Η 
χρήση των περιοριστικών ενδονουκλεασών αυτού του 
τύπου είναι η περισσότερο διαδεδομένη στη μοριακή 
πρακτική.
γ) Τέλος, οι ενδονουκλεάσες περιορισμού Τύπου IΙI, 
τέμνουν το DNA σε μικρή απόσταση από την ειδική 
θέση αναγνώρισής τους (20 έως 30 bp). Απαιτούν για 
την πλήρη ενεργότητά τους ATP ως συμπαράγοντα (το 
οποίο όμως δεν υδρολύεται), ενώ ο συμπαράγοντας 
S-αδενοσύλ-L-μεθειονίνη επιδρά διεγερτικά στην 
αντίδραση, χωρίς όμως να είναι απαραίτητος. Φέρουν 
ταυτόχρονα ενεργότητα ενδονουκλεάσης περιορισμού 
και μεθυλάσης.
Κάθε ενδονουκλεάση περιορισμού υπόκειται σε 
ένα σύστημα ονοματολογίας που βασίζεται στο 
γένος, το είδος και το στέλεχος του βακτηρίου από 
το οποίο προέρχεται. Για παράδειγμα, το όνομα της 
ενδονουκλεάσης περιορισμού EcoRI, προκύπτει με τον 
τρόπο που αναλύεται στον Πίνακα 4.
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τα μετασχηματισμένα βακτηριακά κύτταρα φέρουν 
πλασμίδιο το οποίο δεν είναι ανασυνδυασμένο, τότε 
το αμινοτελικό τμήμα της πρωτεΐνης lacZ  (α-δότης) 
συντίθεται από το πλασμίδιο χωρίς πρόβλημα. Έτσι, 
το τμήμα του α-δότη του πλασμιδίου σε συνδυασμό με 
το τμήμα του α-αποδέκτη του βακτηριακού κυττάρου, 
δίνουν τελικά μία ενεργή μορφή του ενζύμου (Ullmann 
et al., 1967). Η δυνατότητα διάκρισης αυτών των lac+ 
βακτηριακών αποικιών βασίζεται στην ύπαρξη του 
χρωμογόνου υποστρώματος Χ-gal (5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-β-D-galactoside). Και αυτό διότι το Χ-gal 
μετατρέπεται από την ενεργή μορφή του ενζύμου 
lacZ των βακτηριακών κυττάρων lac+ σε ένα αδιάλυτο 
σύμπλοκο μπλε χρώματος, δίνοντας αντιστοίχως μπλε 
χρώματος βακτηριακές αποικίες (Horwitz et al., 1964; 
Davies and Jacob, 1968). Στην αντίθετη περίπτωση, 
που τα μετασχηματισμένα βακτηριακά κύτταρα φέρουν 
ανασυνδυασμένο πλασμίδιο, τότε εξαιτίας της διακοπής 
του ανοιχτού αναγνωστικού πλαισίου το αμινοτελικό 
τμήμα της πρωτεΐνης lacZ δεν μπορεί να συντεθεί από 
το πλασμίδιο. Συνεπώς, ο συνδυασμός των πρωτεϊνικών 
τμημάτων του α-δότη και του α-αποδέκτη δεν θα 
δώσουν ενεργή μορφή του ενζύμου lacZ. Αυτά τα lac- 
βακτηριακά κύτταρα δεν μπορούν να μεταβολίσουν το 
X-gal, με αποτέλεσμα αυτές οι - επιθυμητές - βακτηριακές 
αποικίες να ταυτοποιούνται εύκολα λόγω του λευκού 
τους χρωματισμού. Η διαδικασία ταυτοποίησης των 
μετασχηματισμένων βακτηριακών κλώνων απαιτεί 
και την παρουσία του μικρομοριακού επαγωγέα IPTG 
(Ισοπρόπυλο-β-D-θειογαλακτοσίδιο). Ο συγκεκριμένος 
επαγωγέας ελέγχει μία πρωτεΐνη-καταστολέα της 
μεταγραφής των lac γονιδίων, καθιστώντας την 
ανενεργή μέσω αλλοστερικής αλληλεπίδρασης. Έτσι, η 
πρωτεΐνη καταστολέας δεν μπορεί να προσδεθεί πλέον 
στο χειριστή, παρουσία του IPTG. Συνεπώς, γίνεται 
δυνατή η πρόσδεση της πολυμεράσης στον υποκινητή 
και άρα η μεταγραφή των lac γονιδίων. Το IPTG αποτελεί 
ένα μη μεταβολίσιμο επαγωγέα. Αυτό το γεγονός είναι 
εξαιρετικά χρήσιμο, διότι παραμένει στο κύτταρο με την 
αρχική του μορφή, μη παρεμβαίνοντας στη μελέτη του 
συστήματος. 
Ο πλήρης έλεγχος των ανασυνδυασμένων βακτηριακών 
κλώνων γίνεται με την απομόνωση του πλασμιδιακού 
DNA, την κατάτμησή του με κατάλληλες ενδονουκλεάσες 
περιορισμού που θα προκαλέσουν εκτομή του ενθέματος 
από αυτόν και τέλος την ανάλυση πρωτοδιάταξης του 
ενθέματος.     
μεγάλη ποικιλία βακτηριακών κυττάρων. Επειδή 
ακριβώς οι πλασμιδιακοί φορείς κλωνοποίησης είναι 
στοιχεία που δεν έχουν σχέση με το βακτηριακό DNA, 
θεωρούνται κάτι σαν «μοριακά παράσιτα». Ένας τέτοιος 
φορέας κλωνοποίησης μπορεί και πολλαπλασιάζεται 
ημι-αυτόνομα στο βακτηριακό κύτταρο-ξενιστή, εξαιτίας 
μιας περιοχής του που αποτελεί αφετηρία αντιγραφής 
(origin of replication). Επίσης, ένας τέτοιος φορέας 
φέρει μια περιοχή με αλληλουχίες-στόχους αρκετών 
ενδονουκλεασών περιορισμού, ώστε να μπορεί να 
κατατμηθεί και να ενσωματώσει ένα ξένο τμήμα DNA. 
Το ένθεμα του DNA σε έναν τυπικό πλασμιδιακό φορέα 
κλωνοποίησης μπορεί να κυμαίνεται από 0,1-10 kb. 
Τέλος, ο φορέας φέρει ένα γονίδιο για κάποια επιλέξιμη 
ιδιότητα (όπως για παράδειγμα την ανθεκτικότητα στο 
αντιβιοτικό αμπικιλλίνη), η οποία ουσιαστικά επιτρέπει 
την επιλογή των μετασχηματισμένων βακτηριακών 
κυττάρων, δηλαδή αυτών που φέρουν το πλασμίδιο 
(Bolivar et al., 1977). 
5.1. Επιλογή ανασυνδυασμένων βακτηριακών 
κλώνων
Η επιλογή εκείνων των βακτηριακών κλώνων που έχουν 
μετασχηματιστεί, δηλαδή εκείνων που φέρουν πλασμίδιο 
είτε είναι ανασυνδυασμένο είτε όχι, πραγματοποιείται 
με την παρουσία στο θρεπτικό μέσο του αντιβιοτικού 
αμπικιλλίνη.
Η περαιτέρω επιλογή εκείνων των μετασχηματισμένων 
βακτηριακών κλώνων που φέρουν ανασυνδυασμένο 
πλασμίδιο, πραγματοποιείται με τον έλεγχο 
της α-συμπληρωματικότητας. Συγκεκριμένα, οι 
πλασμιδιακοί φορείς με α-συμπληρωματικότητα 
περιλαμβάνουν: α) τις ρυθμιστικές αλληλουχίες και την 
κωδικοποιητική περιοχή των 146 πρώτων αμινοξέων 
του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης (lacZ), δηλαδή το 
αμινοτελικό άκρο του ενζύμου (το οποίο καλείται α-δότης) 
και β) την αλληλουχία του πολυσυνδέτη, η οποία είναι 
ενσωματωμένη στο ανοικτό αναγνωστικό πλαίσιο του 
τμήματος του γονιδίου lacZ που φέρει ο πλασμιδιακός 
φορέας. Ο πολυσυνδέτης δεν διακόπτει το αναγνωστικό 
πλαίσιο, απλά θα προσθέσει μερικά επιπλέον αμινοξέα 
στο αμινοτελικό άκρο του συγκεκριμένου πρωτεϊνικού 
προϊόντος. Οι συγκεκριμένοι φορείς χρησιμοποιούνται 
σε βακτηριακά στελέχη τα οποία κωδικοποιούν το 
καρβοξυτελικό τμήμα του γονιδίου lacZ (το οποίο 
καλείται α-αποδέκτης). Από τα προηγούμενα 
προκύπτει ότι ούτε τα βακτηριακά κύτταρα ούτε τα 
πλασμίδια μπορούν από μόνα τους να δώσουν μια 
ενεργή μορφή του ενζύμου lacZ. Στην περίπτωση που 
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του ενός άκρου του ενθέματος, η οποία δημιουργεί ένα 
μη ομοιοπολικά συνδεδεμένο γραμμικό υβρίδιο.
β) μια ενδομοριακή αντίδραση που λαμβάνει χώρα 
μεταξύ των δύο εναπομεινάντων προεξεχόντων 
συμβατών άκρων του γραμμικού υβριδίου, η οποία 
σχηματίζει ένα μη ομοιοπολικά συνδεδεμένο - κυκλικό 
πλέον - ανασυνδυασμένο μόριο.
Η παραπάνω αναδιάταξη φέρνει σε στοίχιση τις 5’ 
φωσφορικές ομάδες με τις 3’ υδροξυλικές ομάδες του 
πλασμιδιακού φορέα και του DNA στόχου, γεγονός που 
επιτρέπει στο ένζυμο DNA λιγάση του βακτηριοφάγου 
T4 να ολοκληρώσει την αντίδραση σύνδεσης των μορίων 
των νουκλεϊνικών οξέων καταλύοντας το σχηματισμό 
ομοιοπολικών φωσφοδιεστερικών δεσμών (Sgaramella 
and Ehrlich, 1978). 
Ωστόσο, τα κυκλικά μονομερή ανασυνδυασμένα 
πλασμίδια αποτελούν ένα μόνο μέρος από ένα 
μεγάλο εύρος προϊόντων, τα οποία σχηματίζονται 
σε αντιδράσεις σύνδεσης μεταξύ μορίων DNA με 
συμβατά προεξέχοντα άκρα. Έτσι, σε μία αντίδραση 
σύνδεσης δημιουργούνται και άλλα προϊόντα, λιγότερο 
επιθυμητά, όπως γραμμικά και κυκλικά ομοπολυμερή και 
ετεροπολυμερή ποικίλης σύνθεσης, προσανατολισμού 
και μεγέθους. Συνεπώς, οι αντιδράσεις σύνδεσης θα 
πρέπει να σχεδιάζονται με στόχο την μεγιστοποίηση 
της απόδοσης σχηματισμού των επιθυμητών κυκλικών, 
μονομερών ανασυνδυασμένων πλασμιδίων. Προς αυτή 
την κατεύθυνση, μια κρίσιμης σημασίας επιλογή είναι 
ο καθορισμός του λόγου των μορίων του DNA-στόχου 
προς τα μόρια του πλασμιδιακού DNA. Ως γενικός 
κανόνας για την εξασφάλιση αποδεκτής απόδοσης 
μίας αντίδρασης σύνδεσης (σε κυκλικά μονομερή 
ανασυνδυασμένα πλασμίδια) θεωρείται η τήρηση 
αναλογιών από 1:1 έως 3:1 μεταξύ του DNA-στόχου και 
του πλασμιδιακού DNA, με την συνολική συγκέντρωση 
του DNA να μην υπερβαίνει τα 10 μg/ml (Bercovich et 
al., 1992). Η ποσότητα του DNA-στόχου που απαιτείται 
για την πραγματοποίηση μιας αντίδρασης σύνδεσης 
υπολογίζεται από την ακόλουθη εμπειρική εξίσωση:
ng DNA-στόχου = ng πλασμιδιακού DNA x α x β
όπου α είναι ο μοριακός λόγος του DNA-στόχου προς το 
πλασμιδιακό DNA και β είναι ο λόγος των μεγεθών του 
DNA-στόχου προς το πλασμιδιακό DNA. Η αντίδραση 
σύνδεσης επηρεάζεται και από μια σειρά άλλων 
παραγόντων όπως η θερμοκρασία, η συγκέντρωση 
ιόντων κ.ά.. Η πραγματοποίηση μιας αντίδρασης 
σύνδεσης περιγράφεται από τα παρακάτω βήματα:
1) Κατάλληλη ποσότητα του ενθέματος (όπως 
υπολογίζεται από την παραπάνω εξίσωση) εισάγεται 
σε σωληνάκι τύπου eppendorf και ακολούθως 
5.2. Προετοιμασία πλασμιδιακού φορέα 
κλωνοποίησης που φέρει 3’ κολλώδη άκρα 
θυμίνης (Τ)
Η διαδικασία περιγράφεται γενικά από τις εξής 
δύο διαδοχικές ενέργειες: α) την κατάτμηση του 
πλασμιδιακού φορέα με κατάλληλη ενδονουκλεάση 
περιορισμού της περιοχής του πολυσυνδέτη, ενέργεια 
που καθιστά τον πλασμιδιακό φορέα γραμμικό και 
του δημιουργεί τυφλά άκρα και β) την ακόλουθη 
επώαση του γραμμικού πλασμιδιακού φορέα τυφλών 
άκρων, παρουσία Taq DNA πολυμεράσης και dTTPs, 
προκειμένου να δημιουργηθούν σε αυτόν 3’ κολλώδη 
άκρα θυμίνης. Η δημιουργία ενός τέτοιου πλασμιδιακού 
φορέα γίνεται για να αξιοποιηθεί η ιδιότητα των 
κοινών DNA πολυμερασών (δηλαδή αυτών που δεν 
παρουσιάζουν επιδιορθωτική δράση), η οποία έχει να 
κάνει με την προσθήκη αδενινών (Α) στα 3’ άκρα των 
δίκλωνων μορίων DNA των PCR προϊόντων. Έτσι, οι 
συγκεκριμένοι πλασμιδιακοί φορείς, που φέρουν τα 
κολλώδη άκρα θυμίνης, διευκολύνουν τη σύνδεσή τους 
με τα PCR προϊόντα που φέρουν τα πολυαδενυλιωμένα 
κολλώδη άκρα (Aslanidis and De Jong, 1990). Η 
πειραματική διαδικασία της προετοιμασίας του 
πλασμιδιακού φορέα κλωνοποίησης περιγράφεται από 
τα παρακάτω βήματα:
1) Γίνεται κατάτμηση περίπου ~ 2-3 μg πλασμιδιακού 
φορέα με κατάλληλη ενδονουκλεάση περιορισμού. 
2) Ακολουθεί εκχύλιση με φαινόλη/χλωροφόρμιο και 
κατακρήμνιση με αιθανόλη.
3) Το ίζημα αναδιαλύεται σε 20 μl ddH2Ο, και για 
αντίδραση τελικού όγκου 50 μl προστίθενται: dTTPs 
σε τελική συγκέντρωση 2 mM, ρυθμιστικό διάλυμα της 
DNA πολυμεράσης σε τελική συγκέντρωση 1Χ, διάλυμα 
MgCl2 σε τελική συγκέντρωση 1,5 mM και 2 units Taq 
DNA πολυμεράσης. Ακολουθεί επώαση σε θερμοκρασία 
72 °C για 2 ώρες και 30 λεπτά.
4) Ακολούθως, πραγματοποιείται εκχύλιση με φαινόλη/
χλωροφόρμιο και κατακρήμνιση με αιθανόλη.
5)  Τέλος, το ίζημα αναδιαλύεται σε ddH2Ο, ώστε η 
συγκέντρωση του πλασμιδιακού φορέα να είναι ~ 50 
ng/μl.
5.3. Αντίδραση σύνδεσης μορίων νουκλεϊνικών 
οξέων  
Ο σχηματισμός ενός ανασυνδυασμένου πλασμιδίου 
περιλαμβάνει τα εξής:
α) μια διαμοριακή αντίδραση που λαμβάνει χώρα μεταξύ 
του ενός άκρου του γραμμικού πλασμιδιακού φορέα και 
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τόσο τα αρνητικά φορτισμένα μόρια του εξωγενούς 
πλασμιδιακού DNA όσο και τους αρνητικά φορτισμένους 
λιποπολυσακχαρίτες, οι οποίοι αποτελούν ένα από τα 
κύρια δομικά συστατικά του κυτταρικού τοιχώματος των 
Gram-αρνητικών βακτηρίων (όπως είναι και το βακτήριο 
E. coli). Με αυτό τον τρόπο δημιουργούνται σύμπλοκα 
στην επιφάνεια των διογκωμένων βακτηριακών 
κυττάρων και μια σύντομη έκθεση του εναιωρήματός 
τους σε θερμοκρασία 37 °C ή 42 °C (θερμικό σοκ), 
επιτρέπει στα κύτταρα αυτά να ενσωματώσουν το 
εξωγενές DNA.
Ο ακριβής μηχανισμός της μεταφοράς εξωγενούς 
DNA διαμέσου των τοιχωμάτων και μεμβρανών των 
βακτηριακών κυττάρων κατά το μετασχηματισμό τους, 
παρουσία CaCl2, είναι σε μεγάλο βαθμό αδιερεύνητος. 
Μια πρόσφατη έρευνα καταδεικνύει ότι το θερμικό 
σοκ έχει δύο βασικούς ρόλους στην είσοδο του DNA 
στο κύτταρο: α) την απελευθέρωση λιπιδίων από το 
κυτταρικό τοίχωμα του βακτηρίου, γεγονός που οδηγεί 
στη δημιουργία πόρων. Αυτή η κατάσταση επιτρέπει στο 
DNA να διαπεράσει το εξωτερικό φράγμα του βακτηρίου, 
δηλαδή το κυτταρικό του τοίχωμα και β) την εκπόλωση 
της κυτταρικής μεμβράνης η οποία διευκολύνει τελικά 
τη διέλευση του DNA διαμέσου αυτής (Panja et al., 2008). 
Η απόδοση της μεθόδου, όπως περιγράφηκε από τους 
Mandel και Higa (1970), κυμαίνεται συνήθως μεταξύ 105 
και 106 μετασχηματισμένες αποικίες/μg πλασμιδιακού 
DNA. Η τελική απόδοση μπορεί να αυξηθεί φτάνοντας 
τις 109 μετασχηματισμένες αποικίες/μg πλασμιδιακού 
DNA, με μια σειρά χειρισμών όπως η χρήση μειγμάτων 
δισθενών κατιόντων, η έκθεση των κυττάρων σε 
αναγωγικούς παράγοντες, η βελτιστοποίηση της 
έκτασης αλλά και της θερμοκρασίας του θερμικού σοκ, 
η χρήση οργανικών διαλυτών κ.ά..        
Πρωτόκολλο παρασκευής δεκτικών βακτηριακών κυττάρων 
με τη συγκεκριμένη χημική μέθοδο
Η ακριβής πειραματική διαδικασία βασίσθηκε στο 
πρωτόκολλο που περιγράφηκε από τον Hanahan (1983) 
και μπορεί να πετύχει απόδοση της τάξης του 5x108 
μετασχηματισμένων αποικιών/μg πλασμιδιακού DNA. 
Οι παράγοντες που προβάλλουν ως καθοριστικοί για 
την απόδοση του μετασχηματισμού των βακτηριακών 
κυττάρων είναι οι εξής:
α) Η καθαρότητα των αντιδραστηρίων που 
χρησιμοποιούνται για την παρασκευή των διαλυμάτων.
β) Το στάδιο ανάπτυξης των κυττάρων.
γ) Η καθαρότητα των χρησιμοποιούμενων 
εργαστηριακών οργάνων και μέσων για την αποφυγή 
προστίθενται ο πλασμιδιακός φορέας (~ 50 ng), το 
ρυθμιστικό διάλυμα της T4 DNA λιγάσης σε τελική 
συγκέντρωση 1Χ και 1 unit του ενζύμου Τ4 DNA λιγάση. 
Τέλος, εισάγεται ddH2O μέχρι του τελικού επιθυμητού 
όγκου της αντίδρασης.
2) Το μείγμα αναδεύεται ήπια με τη χρήση μικροπιπέτας 
και έπειτα επωάζεται σε θερμοκρασία 22 °C για 2 ώρες 
και 30 λεπτά.
3) Το  ένζυμο Τ4 DNA λιγάση απενεργοποιείται με 
επώαση σε θερμοκρασία 65 °C για 15 λεπτά.
4) Το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο είναι πλέον έτοιμο 
να χρησιμοποιηθεί για μετασχηματισμό δεκτικών 
κυττάρων του στελέχους DH5α του βακτηρίου E. coli.         
5.4. Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων
Ο μετασχηματισμός των βακτηριακών κυττάρων 
περιγράφει τη γενετική τροποποίησή τους, που 
προκύπτει από την άμεση πρόσληψη εξωγενούς 
γενετικού υλικού από το περιβάλλον τους (μέσω 
του κυτταρικού τοιχώματός τους και της κυτταρικής 
τους μεμβράνης). Τελικά, το προσληφθέν εξωγενές 
γενετικό υλικό εκφράζεται χρησιμοποιώντας τους 
μηχανισμούς γονιδιακής έκφρασης του ίδιου του 
βακτηριακού κυττάρου-ξενιστή. Ο μετασχηματισμός 
των βακτηριακών κυττάρων πραγματοποιείται με τη 
χρήση τόσο χημικών όσο και φυσικών μεθόδων.
5.4.1. Χημική μέθοδος μετασχηματισμού 
βακτηριακών κυττάρων  παρουσία διαλύματος 
CaCl2 
Αρχή της παραπάνω χημικής μεθόδου κυτταρικού 
μετασχηματισμού
Οι περισσότερες χημικές μέθοδοι μετασχηματισμού 
βακτηριακών κυττάρων που χρησιμοποιούνται, 
βασίζονται στις παρατηρήσεις των Mandel και Higa 
(1970). Αυτές έδειξαν ότι η κατεργασία βακτηριακών 
κυττάρων με παγωμένο διάλυμα CaCl2 και ακολούθως 
η σύντομη θέρμανσή τους, σε θερμοκρασία 37 °C 
ή  42 °C, τα καθιστούν ικανά να επιμολυνθούν με 
DNA βακτηριοφάγου λ. Λίγο μετά, η ίδια μέθοδος 
χρησιμοποιήθηκε με σκοπό να μετασχηματιστούν 
βακτηριακά κύτταρα με πλασμιδιακό DNA (Cohen et al., 
1972). 
Η προσθήκη παγωμένου υποτονικού διαλύματος 
CaCl2 στο εναιώρημα των βακτηριακών κυττάρων 
προκαλεί την διόγκωσή τους. Επιπλέον, τα θετικά 
φορτισμένα ιόντα ασβεστίου ελκύουν ταυτοχρόνως 
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1) Κλάσμα  (200 μl) των  παραπάνω  δεκτικών 
βακτηριακών κυττάρων E. coli εξάγεται από την 
θερμοκρασία των -80°C, όπου είναι αποθηκευμένο. 
Μεταφέρεται άμεσα σε πάγο για να πραγματοποιηθεί 
η τήξη του.
2) Στο κλάσμα των δεκτικών βακτηριακών κυττάρων 
προστίθεται η μισή ποσότητα της αντίδρασης 
σύνδεσης, η οποία περιλαμβάνει τον ανασυνδυασμένο 
πλασμιδιακό φορέα. Η ποσότητα αυτή δεν πρέπει σε 
καμία περίπτωση να υπερβαίνει το 5% του όγκου του 
κλάσματος των δεκτικών κυττάρων. Ακολουθεί επώαση 
σε πάγο για 30 λεπτά.
3) Το μείγμα του εναιωρήματος δεκτικών κυττάρων 
και πλασμιδιακού DNA υπόκειται σε θερμικό σοκ, 
με τη μεταφορά του σε θερμοκρασία 42 °C για 90 
δευτερόλεπτα. Ακολουθεί άμεση μεταφορά του σε πάγο 
για 2 λεπτά.
4) Έπειτα, προστίθεται 1 ml διαλύματος υγρού 
θρεπτικού μέσου (SOC) και όλο το μείγμα μεταφέρεται 
σε αποστειρωμένο υάλινο δοκιμαστικό σωλήνα, ο 
οποίος επωάζεται σε θερμοκρασία 37 °C, για 45 λεπτά, 
υπό συνεχή ανάδευση (180 rpm).
5) Η επιθυμητή ποσότητα βακτηριακών κυττάρων 
εισάγεται σε τρυβλία Petri, διαμέτρου 90 mm, τα 
οποία περιέχουν στερεό θρεπτικό υπόστρωμα LB 
άγαρ-αμπικιλλίνης, με την τελική συγκέντρωση του 
αντιβιοτικού να είναι στα 100 μg/ml. Επίσης, στο τρυβλίο 
Petri προστίθενται άμεσα 30 μl X-gal (από αποθεματικό 
διάλυμα συγκέντρωσης 20 mg/ml) και 3 μl IPTG (από 
αποθεματικό διάλυμα συγκέντρωσης 200 mg/ml). 
Το μείγμα στρώνεται στην επιφάνεια του στερεού 
θρεπτικού υποστρώματος του τρυβλίου με τη βοήθεια 
ειδικά διαμορφωμένης υάλινης ράβδου, που πρωτίστως 
εμβαπτίζεται σε αιθυλική αλκοόλη και αποστειρώνεται 
σε γυμνή φλόγα. 
Σημείωση: Μετά την απολύμανση της υάλινης ράβδου και 
αμέσως πριν τη χρήση της για την επίστρωση του μείγματος, 
ψύχεται με επαφής της σε σημείο του στερεού θρεπτικού 
υποστρώματος του τρυβλίου όπου δεν υπάρχει μείγμα. Η 
συγκεκριμένη ενέργεια είναι απαραίτητη προκειμένου να μην 
καταστραφεί, εξαιτίας της υψηλής θερμοκρασίας της υάλινης 
ράβδου, ένα σημαντικό μέρος των βακτηριακών κυττάρων.   
6) Τέλος, τα τρυβλία επωάζονται ανεστραμμένα για 12 
έως 16 ώρες στους 37 °C.                    
της ανεπιθύμητης παρουσίας απορρυπαντικών και 
άλλων χημικών ουσιών.
Η μέθοδος περιλαμβάνει τα ακόλουθα βήματα:
1) Ανάπτυξη βακτηριακής καλλιέργειας του στελέχους 
DH5α (του βακτηρίου E. coli) σε 1ml υγρού θρεπτικού 
μέσου SOB, εμπλουτισμένου με 20 mM MgSO4.
2) Μεταφορά της βακτηριακής καλλιέργειας σε κωνική 
φιάλη χωρητικότητας 250 ml, η οποία περιέχει 100 ml 
υγρού θρεπτικού μέσου SOB, εμπλουτισμένου με 20 
mM MgSO4. Η καλλιέργεια επωάζεται σε θερμοκρασία 
37 °C υπό συνεχή ανάδευση (220 rpm), έως ότου η 
οπτική πυκνότητά της (ΟD), σε μήκος κύματος 600 nm, 
να έχει τιμή που κυμαίνεται από 0,45-0,55.
3) Η βακτηριακή καλλιέργεια μεταφέρεται σε 
αποστειρωμένους σωλήνες τύπου  falcon, χωρητικότητας 
50 ml, και ψύχεται σε πάγο για 10 λεπτά.
4) Τα βακτηριακά  κύτταρα  συλλέγονται  με 
φυγοκέντρηση σε 4.000 g για 10 λεπτά και σε 
θερμοκρασία 4 °C. 
5) Το υπερκείμενο απομακρύνεται προσεκτικά 
και οι σωλήνες αναστρέφονται πάνω σε πορώδες 
απορροφητικό χαρτί, όπου και παραμένουν για 1 
περίπου λεπτό, έτσι ώστε να απομακρυνθούν και τα 
τελευταία υπολείμματα θρεπτικού μέσου.
6) Το ίζημα των κυττάρων επαναδιαλύεται, με ήπια 
ανάδευση, σε 20 ml παγωμένου διαλύματος FSB και το 
εναιώρημα διατηρείται σε πάγο για 10 λεπτά.
7) Τα βακτηριακά κύτταρα συλλέγονται εκ νέου 
με φυγοκέντρηση σε 4.000 g για 10 λεπτά και σε 
θερμοκρασία 4 °C. Το υπερκείμενο απομακρύνεται 
προσεκτικά και οι σωλήνες αναστρέφονται πάνω σε 
πορώδες απορροφητικό χαρτί, όπου και παραμένουν 
για 1 περίπου λεπτό, έτσι ώστε να απομακρυνθούν και 
τα τελευταία υπολείμματα θρεπτικού μέσου.
8) Το ίζημα των κυττάρων επαναδιαλύεται, με ήπια 
ανάδευση, σε 4 ml παγωμένου διαλύματος FSB και 
προστίθεται DMSO (140 μl). Ακολουθεί ήπια ανάδευση 
και διατήρηση  του εναιωρήματος σε πάγο για 15 λεπτά.
9) Προστίθεται επιπλέον DMSO (140 μl) και ακολουθεί 
ήπια ανάδευση. Το εναιώρημα μοιράζεται γρήγορα σε 
παγωμένα σωληνάκια τύπου eppendorf, σε κλάσματα 
των 200 μl.
10) Τέλος, τα κλάσματα των δεκτικών βακτηριακών 
κυττάρων αποθηκεύονται άμεσα σε θερμοκρασία -80 
°C.      
Πρωτόκολλο μετασχηματισμού δεκτικών βακτηριακών 
κυττάρων με τη συγκεκριμένη χημική μέθοδο
Η πειραματική διαδικασία περιγράφεται από τα εξής 
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αποδοτικότερη και πλέον διαδεδομένη μέθοδο 
μετασχηματισμού βακτηριακών κυττάρων διότι:
α) Η απόδοση μετασχηματισμού μπορεί να φθάσει 
αρκετά υψηλά (έως και 1010 μετασχηματισμένα 
κυττάρα/μg DNA) με απλές προσπάθειες 
βελτιστοποίησης μερικών παραμέτρων (π.χ. της τάσης 
του εφαρμοζόμενου ηλεκτρικού πεδίου, της διάρκειας 
του ηλεκτρικού παλμού, της συγκέντρωσης του DNA 
και της σύστασης των χρησιμοποιούμενων ρυθμιστικών 
διαλυμάτων) (Dower et al., 1988; Tung and Chow, 1995). 
Μάλιστα, έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία απόδοση 
μετασχηματισμού που προσέγγισε το θεωρητικό 
μέγιστο του ενός μετασχηματισμένου κυττάρου ανά 
μόριο πλασμιδιακού DNA (Smith et al., 1990).
β) Η μέθοδος λειτουργεί πολύ ικανοποιητικά με τα 
περισσότερα κοινά στελέχη του βακτηρίου E. Coli, τα 
οποία χρησιμοποιούνται ευρύτατα στον κυτταρικό 
μετασχηματισμό. (Dower et al., 1988; Tung and Chow, 
1995). 
Πρωτόκολλο παρασκευής ηλεκτροδεκτικών βακτηριακών 
κυττάρων
Η προετοιμασία ηλεκτροδεκτικών κυττάρων είναι 
σαφώς απλούστερη από την προετοιμασία δεκτικών 
κυττάρων με χημική μέθοδο. Αναλυτικότερα, η μέθοδος 
περιλαμβάνει τα ακόλουθα βήματα:
1) Την ανάπτυξη της βακτηριακής καλλιέργειας του 
στελέχους DH5α (του βακτηρίου E. coli) σε 1ml υγρού 
θρεπτικού μέσου SOB, εμπλουτισμένου με 20 mM 
MgSO4.
2) Τη μεταφορά της βακτηριακής καλλιέργειας σε 
κωνική φιάλη χωρητικότητας 250 ml, η οποία περιέχει 
100 ml υγρού θρεπτικού μέσου (LB). Η καλλιέργεια 
επωάζεται σε θερμοκρασία 37 °C υπό συνεχή ανάδευση 
(220 rpm), έως ότου η οπτική πυκνότητά της (ΟD), σε 
μήκος κύματος 600 nm, να έχει τιμή που κυμαίνεται από 
0,45-0,55.
3) Τη μεταφορά της βακτηριακής καλλιέργειας 
σε αποστειρωμένους σωλήνες τύπου  falcon - 
χωρητικότητας 50 ml - και την ψύξη της σε πάγο για 10 
λεπτά.
4) Τη συλλογή των βακτηριακών κυττάρων με 
φυγοκέντρηση σε 4.000 g, για 10 λεπτά και σε 
θερμοκρασία 4 °C. 
5) Την απομάκρυνση του υπερκείμενου. Το κυτταρικό 
ίζημα επαναδιαλύεται με ήπια ανάδευση σε παγωμένο 
ddH20 (50 ml/falcon) και ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 
4.000 g, για 10 λεπτά και σε θερμοκρασία 4 °C.
6) Την επανάληψη του προηγούμενου βήματος.
5.4.2. Φυσική μέθοδος μετασχηματισμού 
βακτηριακών κυττάρων με ηλεκτροδιάτρηση 
Αρχή της παραπάνω φυσικής μεθόδου κυτταρικού 
μετασχηματισμού
Η έκθεση κυττάρων σε ηλεκτρικό πεδίο αποσταθεροποιεί 
τις μεμβράνες τους, επιτρέποντας έτσι το σχηματισμό 
διαμεμβρανικών πόρων διαμέσου των οποίων μπορεί 
να εισέλθει από το περιβάλλον του κυττάρου εξωγενές 
DNA. Αυτή η μέθοδος, γνωστή και ως μέθοδος 
ηλεκτροδιάτρησης, αναπτύχθηκε για πρώτη φορά 
από τον Neumann και τους συνεργάτες του (1982), με 
σκοπό την εισαγωγή DNA σε ευκαρυωτικά κύτταρα. 
Ακολούθως, προσαρμόστηκε για το μετασχηματισμό 
βακτηριακών κυττάρων E. coli (Dower et al., 1988; Ta-
keto, 1988). 
Πιο συγκεκριμένα, η αρχή της μεθόδου στηρίζεται στο 
γεγονός ότι η εφαρμογή ενός ισχυρού, αλλά σύντομου 
ηλεκτρικού παλμού, είναι ικανή να προκαλέσει αρχικά 
το σχηματισμό μικρών κοιλοτήτων στην επιφάνεια των 
μεμβρανών. Αυτές οι κοιλότητες μπορούν να εξελιχθούν 
σε διαμεμβρανικούς υδρόφοβους πόρους, με μια 
διάμετρο που κυμαίνεται από 2 έως μερικά nm. Μερικοί 
μάλιστα μεγάλοι σε διάμετρο υδρόφοβοι πόροι μπορούν 
να μετατραπούν σε υδρόφιλους (Weaver, 1993). 
Η αποκατάσταση της δομής των μεμβρανών, μέσω του 
κλεισίματος των διαμεμβρανικών πόρων, φαίνεται να 
είναι στοχαστική διαδικασία και μπορεί να ανασταλεί 
κρατώντας τα κύτταρα σε χαμηλή θερμοκρασία. Όσο 
όμως οι πόροι παραμένουν ανοιχτοί, το εξωγενές 
πλασμιδιακό DNA μπορεί εύκολα να περάσει από το 
περιβάλλον του κυττάρου στο κυτταρόπλασμα.
Η τάση του ηλεκτρικού πεδίου που πρέπει να εφαρμοστεί 
προκειμένου να δημιουργηθούν μεγάλης διαμέτρου 
πόροι, ποικίλει ευθέως ανάλογα με τη διάμετρο του 
κυττάρου-στόχου. Έτσι, τα μικρού μεγέθους κύτταρα 
του βακτηρίου E. coli απαιτούν και μικρή τάση 
εφαρμοζόμενου ηλεκτρικού πεδίου (μεταξύ 12,5 και 15 
kV cm-1).
Διάρκεια ηλεκτρικού παλμού μεταξύ 4,5 και 5,5 χιλιοστών 
του δευτερολέπτου εξασφαλίζει υψηλές αποδόσεις 
μετασχηματισμού στα κύτταρα της E. coli. Επίσης, η 
απόδοση μετασχηματισμού της μεθόδου εξαρτάται 
και από τη θερμοκρασία. Έτσι, η μέγιστη απόδοση 
μετασχηματισμού σημειώνεται όταν η θερμοκρασία 
κυμαίνεται από 0 °C έως 4 °C. Αντίθετα, η απόδοση είναι 
δυνατόν να μειωθεί έως και 100 φορές, όταν η μέθοδος 
λαμβάνει χώρα σε θερμοκρασία δωματίου. 
Η μέθοδος της ηλεκτροδιάτρησης αποτελεί την 
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έως 16 ώρες στους 37 °C. 
6. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης 
(PCR)
6.1. Συμβατική PCR (Conventional PCR)
Η Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (PCR: Poly-
merase Chain Reaction) (Saiki et al., 1985; Mullis et 
al., 1986; Mullis and Faloona, 1987) αποτελεί μια 
εύκολη στη χρήση μέθοδο, που επιτρέπει την in vitro 
ενζυμική ενίσχυση επιλεγμένων αλληλουχιών DNA 
σε συνεχείς κύκλους πολυμερισμού. Το γεγονός ότι 
η PCR είναι ιδανική για την ενίσχυση επιλεγμένου 
τμήματος DNA οφείλεται στην υψηλή εξειδίκευση των 
χρησιμοποιούμενων μονόκλωνων ολιγονουκλεοτιδικών 
εκκινητών. 
Η μέθοδος της PCR βασίζεται στη χρήση:
1) Μιας θερμοάντοχης Taq DNA πολυμεράσης που 
καταλύει την αντίδραση σύνθεσης του DNA μέσω 
του πολυμερισμού, των συμπληρωματικών στη 
μήτρα του υποστρώματος DNA, 5’ τριφοσφωρικών 
δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs). Η ανακάλυψη 
της θερμοάντοχης Taq DNA πολυμεράσης, η οποία 
απομονώθηκε από το θερμόφιλο βακτήριο Thermus 
aquaticus (Saiki et al., 1988), επιτρέπει τη χρήση υψηλών 
θερμοκρασιών τόσο κατά το στάδιο της αποδιάταξης 
όσο και κατά το στάδιο της επιμήκυνσης του DNA. 
Αύξησε δε θεαματικά την αποτελεσματικότητα της 
μεθόδου, ανοίγοντας ταυτόχρονα το δρόμο για 
την αυτοματοποίησή της. Η βέλτιστη θερμοκρασία 
δραστικότητας του ενζύμου παρουσιάζεται στους 75-
80 °C, με την ταχύτητα πολυμερισμού στο στάδιο της 
επιμήκυνσης του DNA (που λαμβάνει χώρα στους 72 
°C) να φτάνει τα 100 δεοξυριβονουκλεοτίδια/ μόριο 
ενζύμου/ δευτερόλεπτο (Lawyer et al., 1993). Ο χρόνος 
ημίσειας ζωής της Taq DNA πολυμεράσης είναι ~ 5-6 
λεπτά στους 97,5 °C, ~ 40 λεπτά στους 95 °C και ~ 130 
λεπτά στους 92,5 °C.
Ένα μειονέκτημα της Taq DNA πολυμεράσης είναι 
η ενσωμάτωση λαθών κατά τη διαδικασία του 
πολυμερισμού, λόγω έλλειψης 3’→5’ επιδιορθωτικής 
δράσης εξωνουκλεάσης, κάτι που έχει αρνητικό 
αντίκτυπο στην πιστότητα της συνθετικής διαδικασίας 
του DNA που λαμβάνει χώρα κατά τη διάρκεια της 
αντίδρασης. Μάλιστα, ο μέσος ρυθμός ενσωμάτωσης 
λαθών είναι 1 για κάθε 9 x 103 δεοξυριβονουκλεοτίδια 
(Tindall and Kunkel, 1988). 
2) Ενός ζεύγους συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων 
(εκκινητών) που θα ορίσουν το τμήμα του DNA-στόχου 
7) Την εκ νέου απομάκρυνση του υπερκείμενου. Το 
κυτταρικό ίζημα επαναδιαλύεται με ήπια ανάδευση σε 
παγωμένο διάλυμα γλυκερόλης 10% (4 ml/falcon) και 
ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 4000 g για 10 λεπτά και σε 
θερμοκρασία 4 °C.
8) Την εκ νέου απομάκρυνση του υπερκείμενου. Το 
κυτταρικό ίζημα επαναδιαλύεται με ήπια ανάδευση σε 
παγωμένο διάλυμα γλυκερόλης 10% (250 μl/falcon) και 
μοιράζεται σε κλάσματα 40 μl σε παγωμένα σωληνάκια 
τύπου eppendorf.
9) Τέλος, την αποθήκευση των κλασμάτων σε 
θερμοκρασία -80 °C.
Πρωτόκολλο μετασχηματισμού ηλεκτροδεκτικών 
βακτηριακών κυττάρων με τη φυσική μέθοδο της 
ηλεκτροδιάτρησης
Η μέθοδος περιλαμβάνει τα ακόλουθα βήματα:
1) Κλάσμα (40 μl) ηλεκτροδεκτικών βακτηριακών 
κυττάρων E. coli εξάγεται από την θερμοκρασία των -80 
°C (όπου είναι αποθηκευμένο). Μεταφέρεται άμεσα σε 
πάγο για να πραγματοποιηθεί η τήξη του.
2) Στο κλάσμα των ηλεκτροδεκτικών βακτηριακών 
κυττάρων προστίθεται ο ανασυνδυασμένος 
πλασμιδιακός φορέας, η ποσότητα του οποίου 
κυμαίνεται από 10 pg έως 25 ng (1 έως 2 μl από την 
αραιωμένη κατά 10% αντίδραση σύνδεσης). Ακολουθεί 
επώαση σε πάγο για 1 λεπτό.
3) Το  μείγμα  του εναιωρήματος μεταφέρεται σε 
παγωμένη κυβέττα διαμέτρου 2 mm και τοποθετείται στην 
ειδική θέση υποδοχής της συσκευής ηλεκτροδιάτρησης, 
οπότε και εφαρμόζεται ηλεκτρικός παλμός (~14 kV cm-1, 
για ~ 5 msec).
4) Έπειτα, προστίθεται 1 ml διαλύματος υγρού 
θρεπτικού μέσου (SOC) και όλο το μείγμα μεταφέρεται 
σε αποστειρωμένο υάλινο δοκιμαστικό σωλήνα, ο 
οποίος επωάζεται σε θερμοκρασία 37 °C, για 45 λεπτά 
και υπό συνεχή  ανάδευση (180 rpm).
5) Η επιθυμητή ποσότητα βακτηριακών κυττάρων 
εισάγεται σε τρυβλία Petri, διαμέτρου 90 mm, τα 
οποία περιέχουν στερεό θρεπτικό υπόστρωμα LB 
άγαρ-αμπικιλλίνης, με την τελική συγκέντρωση του 
αντιβιοτικού να είναι στα 100 μg/ml. Επίσης, στο 
τρυβλίο Petri προστίθενται άμεσα 30 μl X-gal (από 
αποθεματικό διάλυμα συγκέντρωσης 20 mg/ml) και 
3 μl IPTG (από αποθεματικό διάλυμα συγκέντρωσης 
200 mg/ml). Το μείγμα στρώνεται στην επιφάνεια του 
στερεού θρεπτικού υποστρώματος του τρυβλίου με τη 
βοήθεια ειδικά διαμορφωμένης υάλινης ράβδου 
6) Τέλος, τα τρυβλία επωάζονται ανεστραμμένα για 12 
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κατά πολύ (στο 5 x 10-5), όταν η συνολική συγκέντρωση 
των dNTPs δεν ξεπερνά τα 0,8 mM συνολικά. 
4) Δισθενών κατιόντων μαγνησίου (Mg2+). Η παρουσία 
τους είναι απαραίτητη για τη δραστικότητα της Taq DNA 
πολυμεράσης. Τα Mg2+ σχηματίζουν διαλυτά σύμπλοκα 
με τα dNTPs, καθώς δεσμεύονται στις φωσφορικές 
τους ομάδες, δημιουργώντας έτσι ένα αναγνωρίσιμο 
υπόστρωμα για την Taq DNA πολυμεράση. Επειδή τα 
Mg2+ δεσμεύονται από τα dNTPs, αλλά και από τους 
εκκινητές και το EDTA, η μοριακή τους συγκέντρωση 
θα πρέπει να υπερβαίνει την μοριακή συγκέντρωση των 
φωσφορικών ομάδων των dNTPs και των εκκινητών, 
καθώς και του χηλικού παράγοντα EDTA. Αν και η 
συνήθης συγκέντρωση Mg2+ μιας PCR είναι περίπου 
1,5-2 mM, έχουν αναφερθεί χρησιμοποιούμενες 
συγκεντρώσεις μεταξύ 4 mM και 6 mM. Πάντως, 
μεγάλες συγκεντρώσεις Mg2+ αυξάνουν την πιθανότητα 
ενσωμάτωσης λαθών κατά την αντιγραφή και επίσης 
οδηγούν σε ενίσχυση PCR προϊόντων χαμηλής 
εξειδίκευσης (Harris and Jones, 1997).
5) Ρυθμιστικού διαλύματος το οποίο ρυθμίζει το pH και 
την ιοντική ισχύ του περιβάλλοντος της αντίδρασης σε 
επίπεδα τέτοια, ώστε να παραμένει δραστική η Taq DNA 
πολυμεράση. Το ρυθμιστικό διάλυμα της αντίδρασης 
έχει pH μεταξύ 8,3 και 8,8 σε θερμοκρασία δωματίου, το 
οποίο όμως στη θερμοκρασία των 72 °C - δηλαδή στο 
στάδιο επιμήκυνσης του DNA - μειώνεται περίπου στο 
7,2. 
6) Μονοσθενών κατιόντων καλίου (Κ+). Ένα τυπικό 
ρυθμιστικό διάλυμα μιας DNA πολυμεράσης περιέχει 
KCl σε συγκέντρωση 50 mM. Αυτή η συγκέντρωση Κ+ 
καθιστά αποτελεσματική την αντίδραση όταν πρόκειται 
να ενισχυθούν τμήματα DNA μήκους ›500 bp. Για 
την ενίσχυση μικρότερων τμημάτων DNA, αύξηση 
της συγκέντρωσης του KCl έως και 100 mM αυξάνει 
συνήθως την απόδοση της αντίδρασης.  
Κάθε κύκλος πολυμερισμού της PCR περιλαμβάνει τα 
ακόλουθα τρία βασικά στάδια:
α) Το στάδιο της αποδιάταξης του υποστρώματος 
DNA που προκαλείται από τη διάσπαση  των δεσμών 
υδρογόνου μεταξύ των συμπληρωματικών βάσεων, 
εξαιτίας της έκθεσης του υποστρώματος σε υψηλές 
θερμοκρασίες. Για μια τυπική αντίδραση, εφαρμοζόμενη 
θερμοκρασία 94-95 °C, για 30 έως 45 δευτερόλεπτα 
είναι επαρκής. Σε περιπτώσεις υποστρώματος DNA 
πλούσιου σε G και C (›55%) απαιτείται εφαρμογή 
υψηλότερης θερμοκρασίας για την επιτυχή έκβαση 
αυτού του σταδίου.
β) Το στάδιο της αναδιάταξης των μονόκλωνων 
αλυσίδων του DNA του υποστρώματος με τους 
που θα ενισχυθεί. Επίσης, οι εκκινητές βοηθούν στην 
έναρξη της αντιγραφής του DNA από την πολυμεράση, 
παρέχοντας  το απαραίτητο για αυτήν σημείο έναρξης 
της αντιγραφής.      
Οι τυπικοί εκκινητές θα πρέπει: α) να είναι 
αντιπαράλληλης κατεύθυνσης, β) να είναι ο καθένας 
συμπληρωματικός προς την αλυσίδα του DNA-
στόχου, γ) να έχουν μήκος 18-25 νουκλεοτιδίων και οι 
μεταξύ τους διαφορά να μην υπερβαίνει σε μήκος τις 3 
βάσεις, δ)  να έχουν περιεκτικότητα σε γουανίνη (G) και 
κυτοσίνη (C) μεταξύ 40% και 60%, ε) ως ζεύγη να μην 
παρουσιάζουν διαφορές στις μεταξύ τους θερμοκρασίες 
τήξης (Τm) πάνω από 5 °C, ζ) να μην έχουν παλίνδρομες 
αλληλουχίες, αλλά ούτε και συμπληρωματικές μεταξύ 
τους περιοχές που να υπερβαίνουν σε μήκος τις 3 βάσεις, 
γιατί είναι δυνατόν να δημιουργηθούν δομές φουρκέτας 
που θα παρεμποδίσουν το σχηματισμό υβριδίου μεταξύ 
εκκινητή και DNA-στόχου, η) να μην εμφανίζουν 
συμπληρωματικότητα στο 3’ άκρο τους, διότι ακόμη και 
μια μικρή μεταξύ τους συμπληρωματικότητα οδηγεί στο 
σχηματισμό διμερών των εκκινητών, με αποτέλεσμα 
την καταστολή της ενίσχυσης του DNA-στόχου και 
θ) αν είναι δυνατόν η βάση του 3’ άκρου του κάθε 
εκκινητή να είναι G ή C. Εντούτοις, δεν συνιστώνται 
εκκινητές με αλληλουχία …NGC ή …NCG στο 3’ άκρο, 
γιατί η θερμοδυναμικά υψηλή διαφορά της Ελεύθερης 
Ενέργειας του Gibbs (ΔG) του τελικού GC ή CG του 3’ 
άκρου οδηγεί στο σχηματισμό δομών φουρκέτας ή 
διμερών των εκκινητών, με αρνητικές τελικά επιδράσεις 
στην ενίσχυση του DNA-στόχου. (Piechocki and Hines, 
1994; Sharrocks, 1994; Dieffenbach et al., 1995; Rychlik, 
1995; Mitsuhashi, 1996).
Σε τυπικές αντιδράσεις η τελική συγκέντρωση του 
καθενός εκκινητή δεν πρέπει να βρίσκεται εκτός των 
ορίων του 0,1-0,5 μΜ. Υψηλότερες συγκεντρώσεις 
εκκινητών ευνοούν τη λαθεμένη έναρξη της αντιγραφής, 
με αποτέλεσμα την ενίσχυση προϊόντων χαμηλής 
εξειδίκευσης. 
3) Διαλύματος ελεύθερων 5΄τριφωσφορικών 
δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs). Σε μία PCR εισάγεται 
ισομοριακό μείγμα dATP, dTTP, dGTP, dCTP, τελικής 
συγκέντρωσης 0,2-0,25 mM/dNTP. Οι παραπάνω 
συγκεντρώσεις επιτρέπουν τη σύνθεση 6-6,5 μg 
DNA σε μια αντίδραση τελικού όγκου 50μl. Υψηλές 
συγκεντρώσεις dNTPs (›4 mM συνολικά), από τη μία 
δρουν ως ανασταλτικός παράγοντας της αντίδρασης, 
πιθανότατα λόγω δέσμευσης του Mg2+, και από την 
άλλη αυξάνουν την πιθανότητα ενσωμάτωσης λάθος 
νουκλεοτιδίου κατά τον πολυμερισμό του DNA με μια 
συχνότητα 1,66 x 10-4. Αυτή η συχνότητα μειώνεται 
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Πάντως, ο γενικός κανόνας είναι ότι ο απαιτούμενος 
χρόνος για την ενίσχυση ενός τμήματος DNA μήκους 1 
kb είναι ~ 60 δευτερόλεπτα.
Στους δύο πρώτους κύκλους της PCR η επιμήκυνση 
συνεχίζεται πέρα από τη συμπληρωματική αλληλουχία 
του σημείου πρόσδεσης του άλλου εκκινητή, 
δημιουργώντας αλυσίδες ακαθόριστου μήκους. 
Στον τρίτο κύκλο παράγονται τα πρώτα προϊόντα 
της αντίδρασης με μήκος ίσο με εκείνο που ορίζεται 
από τα σημεία πρόσδεσης των δύο εκκινητών. 
Από το συγκεκριμένο κύκλο και μετά τα προϊόντα 
καθορισμένου μήκους ενισχύονται με γεωμετρική 
πρόοδο, ενώ τα μεγαλύτερου μήκους μη επιθυμητά 
προϊόντα συσσωρεύονται στους επόμενους κύκλους με 
αριθμητική πρόοδο (Mullis and Faloona, 1987). 
Για τη διενέργεια PCR προστίθενται σε σωληνάκι 
χωρητικότητας 200 μl τα ακόλουθα αντιδραστήρια:
Τα σωληνάκια τύπου PCR που περιέχουν το μείγμα της 
αντίδρασης εισάγονται σε θερμικό κυκλοποιητή, αφού 
πρώτα γίνουν οι κατάλληλες ρυθμίσεις των επιθυμητών 
παραμέτρων:
Τα PCR προϊόντα διαχωρίζονται και αναλύονται 
με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης ή 
πολυακρυλαμιδίου.
εκκινητές, με σκοπό τη δημιουργία εξειδικευμένου 
υβριδικού σχήματος που θα δώσει την δυνατότητα 
στην DNA πολυμεράση να ξεκινήσει την αντιγραφή του 
επιλεγμένου τμήματος DNA. Η θερμοκρασία υβριδισμού 
εξαρτάται από την συγκέντρωση των εκκινητών στην 
αντίδραση, από το μήκος και την αλληλουχία τους. 
Είναι συνήθως 3-5 °C λιγότερη, από την χαμηλότερη 
θερμοκρασία τήξης που έχει υπολογισθεί για τους δύο 
συνθετικούς ολιγονουκλεοτιδικούς εκκινητές.
γ) Το στάδιο της επιμήκυνσης λαμβάνει χώρα σε 
θερμοκρασία κοντά στην βέλτιστη θερμοκρασία 
δραστικότητας της DNA πολυμεράσης, που στην 
περίπτωση της Taq DNA πολυμεράσης είναι η 
θερμοκρασία των 72 °C. Σε αυτό το σημείο η πολυμεράση 
συνθέτει μια νέα αλυσίδα DNA, συμπληρωματική της 
μητρικής αλυσίδας του υποστρώματος, με κατεύθυνση 
5’→3’. Η χρονική διάρκεια του συγκεκριμένου σταδίου 
εξαρτάται από την ταχύτητα πολυμερισμού του ενζύμου. 
1 Ως μονάδα ενζύμου (unit) ορίζεται το ποσό του ενζύμου 
που απαιτείται για τον πολυμερισμό 10 nmol νουκλεοτιδίων, 
σε χρονικό διάστημα 30 λεπτών, σε θερμοκρασία 70 °C, για 
τελικό όγκο αντίδρασης 50 μl.
2 x είναι ο όγκος ddΗ2Ο που συμπληρώνεται μέχρι τον τελικό 
όγκο της αντίδρασης. 
Πίνακας 5. Αλληλουχίες των ζευγών των εκκινητών για τους δέκα μικροδορυφορικούς γενετικούς δείκτες που χρησιμοποιήθηκαν 
στην παρούσα διατριβή. Οι δείκτες αυτοί χρησιμοποιήθηκαν για πρώτη φορά στην πληθυσμιακή ανάλυση του Αυγουστίνου και των 
συνεργατών του (2005).
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Ένα τυπικό μόριο μιτοχονδριακού DNA του δάκου της 
ελιάς κωδικοποιεί 13 πρωτεΐνες, 2 μόρια ριβοσωμικού 
RNA (12SrRNA και 16SrRNA) και 22 μόρια μεταφορικού 
RNA (tRNA) (Nardi et al., 2003). Στην Εικόνα 33 
αποτυπώνεται η οργάνωση ενός μορίου mtDNA δάκου.
Στους Πίνακες 5 και 6 παρατίθενται, αντίστοιχα, οι 
αλληλουχίες των ζευγών των εκκινητών για τον κάθε 
ένα από τους 10 μικροδορυφορικούς δείκτες και για 
τον κάθε ένα από τους 3 μιτοχονδριακούς δείκτες που 
χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή.
Πίνακας 6. Aλληλουχίες των ζευγών των εκκινητών, για τους τρεις γενετικούς δείκτες από την περιοχή του μιτοχονδριακού 
γονιδιώματος του δάκου, που σχεδιάστηκαν για την εξυπηρέτηση των πειραματικών σκοπών της παρούσας διατριβής.
Εικόνα 33. Γραφική απεικόνιση της οργάνωσης ενός τυπικού μορίου μιτοχονδριακού DNA του δάκου της ελιάς (Nardi et al., 2003). 
Οι περιοχές με τον πράσινο χρωματισμό αποτελούν τις περιοχές επιλογής των τριών μιτοχονδριακών μοριακών δεικτών που 
χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διδακτορική διατριβή, ενώ οι κόκκινου χρώματος σημάνσεις αποτελούν τις ακριβείς περιοχές 
σχεδίασης των ζευγών των εκκινητών τους.
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* Η επέκταση του χρόνου επιμήκυνσης ανά κύκλο καθορίζεται 
από το μέγεθος του τμήματος DNA που πρόκειται να ενισχυθεί. 
Ο επιπλέον χρόνος των 2 sec/κύκλο, που χρησιμοποιήθηκε 
στη διενέργεια PCR μεγάλου μήκους της παρούσας εργασίας, 
καλύπτει ανάγκες ενίσχυσης τμημάτων DNA με μήκος που δεν 
ξεπερνά τις 6 kb.
7. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτώματα
7.1. Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης
Η αγαρόζη είναι ένα γραμμικό πολυμερές αποτελούμενο 
από την εναλλαγή υπολειμματικών μονάδων D- και 
L-γαλακτόζης που συνδέονται με α-(1→3) και β-(1→4) 
γλυκοσιδικούς δεσμούς. Η πήξη της αγαρόζης έχει 
ως αποτέλεσμα τη δημιουργία ενός τρισδιάστατου 
διακαναλικού δικτύου με διάμετρο από 50 έως και πάνω 
από 200 nm (Norton et al., 1986). Τα κοινά σκευάσματα 
πολυμερών αγαρόζης περιλαμβάνουν περίπου 800 
υπολειμματικές μονάδες γαλακτόζης/αλυσίδα.        
Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης αποτελεί 
την πιο εύκολη και ευρέως χρησιμοποιούμενη 
μέθοδο διαχωρισμού και ανάλυσης του DNA. Η 
μέθοδος βασίζεται στην γενική αρχή της δυνατότητας 
μετανάστευσης εντός του πηκτώματος των ηλεκτρικά 
φορτισμένων μορίων DNA, όταν αυτά βρίσκονται 
κάτω από την επίδραση ενός σταθερού, εξωτερικά 
εφαρμοζόμενου ηλεκτρικού πεδίου. Οι δυνάμεις 
ηλεκτροστατικής φύσης είναι αυτές που προκαλούν τη 
μετανάστευση των αρνητικά φορτισμένων μορίων DNA 
προς το θετικό πόλο του εφαρμοζόμενου ηλεκτρικού 
πεδίου. Ο τρόπος με τον οποίο το DNA γίνεται ορατό 
στο πήκτωμα είναι η προσθήκη ενός φθορίζοντα 
παράγοντα παρεμβολής, του βρωμιούχου αιθιδίου (Et-
Br) (βλ. Πλαίσιο Πληροφοριών3).
Ο ρυθμός μετανάστευσης του DNA εντός του 
πηκτώματος αγαρόζης επηρεάζεται από μια σειρά 
παραγόντων. Αυτοί οι παράγοντες είναι οι εξής:
1) Το μοριακό μέγεθος του DNA. Δίκλωνα γραμμικά 
μόρια DNA κινούνται μέσα στο πήκτωμα με ταχύτητα 
αντιστρόφως ανάλογη του δεκαδικού λογάριθμου του 
μοριακού τους βάρους (Helling et al., 1974).
2) Η συγκέντρωση της αγαρόζης. Ένα δίκλωνο γραμμικό 
μόριο DNA κινείται διαφορετικά σε πηκτώματα με 
διαφορετικές συγκεντρώσεις αγαρόζης. Η σχέση μεταξύ 
της ηλεκτροφορητικής κινητικότητας του DNA (μ) και 
της συγκέντρωσης του πηκτώματος σε αγαρόζη (ι) 
περιγράφεται από την παρακάτω εξίσωση:
logμ = logμο – Κr ι
όπου μο είναι η ελεύθερη ηλετροφορητική κινητικότητα 
6.2. PCR μεγάλου μήκους (Long PCR)
Μια συμβατική PCR μπορεί να ενισχύσει τμήμα DNA έως 
και 3 kb περίπου. Αντίθετα, μια PCR μεγάλου μήκους 
μπορεί να ενισχύσει έως 21 kb γονιδιωματικού και έως 
47 kb ιικού DNA. Η μέθοδος διέπεται από τις ίδιες αρχές 
με την συμβατική PCR, με τις εξής διαφοροποιήσεις: 
1) χρησιμοποιείται ένα μείγμα πολυμερασών που 
περιλαμβάνει μια Taq DNA πολυμεράση υψηλής 
απόδοσης και μια πολυμεράση που διαθέτει 
επιδιορθωτική 3’→5’ δράση εξωνουκλεάσης και 2) 
χρησιμοποιείται ο πολικός απρωτικός διαλύτης Dimeth-
yl sulfoxide [DMSO: (CH3)2SO] που αυξάνει την απόδοση 
και την αξιοπιστία της αντίδρασης. Το DMSO εισάγεται 
στο μείγμα της αντίδρασης σε τελική συγκέντρωση που 
κυμαίνεται από 1 έως 12%. 
Η PCR μεγάλου μήκους πραγματοποιήθηκε με μείγμα 
πολυμερασών (Long PCR Enzyme Mix) της εταιρίας 
Fermentas. Οι τροποποιήσεις του πρωτοκόλλου της 
παρασκευάστριας εταιρίας φαίνονται παρακάτω:
Για 1 και 2 βλέπε § 6.1. 
Τα σωληνάκια τύπου PCR που περιέχουν το μείγμα της 
αντίδρασης εισάγονται σε θερμικό κυκλοποιητή, αφού 
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3) Την ψύξη του διαλύματος της τηγμένης αγαρόζης 
μέχρι τη θερμοκρασία των 45-50 °C. 
4) Την εισαγωγή του διαλύματος στο ειδικό εκμαγείο της 
ηλεκτροφορητικής συσκευής, όπου στο πάνω άκρο του 
τοποθετείται - με κάθετη διευθέτηση - το ειδικό «χτενάκι», 
προκειμένου να προκύψει ο σχηματισμός των θέσεων 
φόρτωσης του DNA («πηγαδάκια ηλεκτροφόρησης»).
5) Την απομάκρυνση του ειδικού «χτενιού» όταν 
το διάλυμα έχει στερεοποιηθεί καλά. Ακολουθεί η 
τοποθέτηση του πηκτώματος σε οριζόντια συσκευή 
ηλεκτροφόρησης, η οποία προηγουμένως έχει 
πληρωθεί με ποσότητα διαλύματος ηλεκτροφόρησης 
ικανής να καλύψει το πήκτωμα. Tο διάλυμα πλήρωσης 
της συσκευής ηλεκτροφόρησης θα πρέπει σε κάθε 
περίπτωση να είναι ίδιας συγκέντρωσης με αυτό που 
χρησιμοποιείται για την παρασκευή του πηκτώματος 
αγαρόζης.
6) Την προσθήκη διαλύματος χρωστικής (6Χ) σε κάθε 
ένα από τα προς ηλεκτροφόρηση δείγματα σε αναλογία 
1:4 αντίστοιχα. Η χρήση διαλύματος χρωστικής 
προσφέρει τα εξής τρία σημαντικά πλεονεκτήματα: α) 
αυξάνει την πυκνότητα του δείγματος εξασφαλίζοντας 
έτσι την απρόσκοπτη εισχώρησή του εντός της θέσης 
φόρτωσης, β) χρωματίζει το δείγμα, απλουστεύοντας 
έτσι τη διαδικασία φόρτωσής του και γ) επιτρέπει τον 
έλεγχο της πορείας της ηλεκτροφορητικής διαδικασίας 
του DNA. Και αυτό διότι οι δύο χρωστικές ουσίες 
(από τις οποίες αποτελείται το διάλυμα χρώσης των 
δειγμάτων) είναι αρνητικώς φορτισμένες, με συνέπεια 
την μετανάστευσή τους προς την ίδια κατεύθυνση με το 
DNA και μάλιστα με τρόπο προβλεπόμενο. Συγκεκριμένα, 
η χρωστική ουσία του διαλύματος χρώσης μπλε της 
βρωμοφαινόλης μεταναστεύει στο πήκτωμα αγαρόζης 
~ 2,2 φορές γρηγορότερα από ότι η χρωστική ουσία 
του διαλύματος χρώσης κυανούν της ξυλόλης. Έτσι, το 
μπλε της βρωμοφαινόλης μεταναστεύει σαν δίκλωνο 
γραμμικό DNA μήκους ~ 300 bp, ενώ το κυανούν της 
ξυλόλης σαν δίκλωνο γραμμικό DNA μήκους ~ 4 kb. 
Αυτές οι σχέσεις μένουν πρακτικά αμετάβλητες, όταν οι 
συγκεντρώσεις της αγαρόζης στο πήκτωμα κυμαίνονται 
από 0,5-1,4% (Sambrook et al., 1989).        
7) Την εισαγωγή του κάθε ξεχωριστού μείγματος 
διαλύματος χρωστικής-PCR προϊόντος σε κάθε μία από 
τις εδικές θέσεις φόρτωσης που υπάρχουν στο πήκτωμα. 
Αφού ολοκληρωθεί η φόρτωση όλων των δειγμάτων, 
ακολουθεί η ηλεκτροφόρησή τους υπό σταθερή τάση, 
σε θερμοκρασία δωματίου. Πρέπει να σημειωθεί ότι 
για τον προσδιορισμό του μεγέθους των ζωνών των 
προς ηλεκτροφόρηση δειγμάτων είναι απαραίτητη η 
παράλληλη   ηλεκτροφόρηση   κατάλληλου   μείγματος 
του DNA και Κr ο συντελεστής επιβράδυνσης (που 
εξαρτάται από τις ιδιότητες του πηκτώματος και 
από το μέγεθος και το σχήμα των μορίων DNA που 
μεταναστεύουν εντός του).  
3) Η στερεοδιαμόρφωση του DNA. Οι διαφορετικές 
τρισδιάστατες μορφές ισομοριακών τμημάτων 
DNA (όπως η κυκλική υπερελικωμένη, η ανοικτή 
κυκλική και η γραμμική) διαμορφώνουν διαφορετικά 
πρότυπα ηλεκτροφορητικής κινητικότητας εντός του 
πηκτώματος.
4) Η παρουσία Et-Br. Η παρεμβολή του Et-Br μειώνει το 
αρνητικό φορτίο του δίκλωνου μορίου DNA και αυξάνει 
τόσο το μήκος όσο και την ακαμψία του (βλ. Πλαίσιο 
Πληροφοριών3). Αποτέλεσμα αυτών των αλλαγών 
είναι η επιβράδυνση του ρυθμού μετανάστευσης του 
γραμμικού συμπλόκου DNA και Et-Br περίπου κατά 
15% (Sharp et al., 1973).
5) Η εφαρμοζόμενη τάση του ηλεκτρικού πεδίου. 
Σε χαμηλές τάσεις ρεύματος του εφαρμοζόμενου 
ηλεκτρικού πεδίου ο ρυθμός μετανάστευσης του 
γραμμικού δίκλωνου DNA, δια μέσω του πηκτώματος 
αγαρόζης, είναι ανάλογος αυτών των εφαρμοζόμενων 
τάσεων. Όμως, όσο περισσότερο αυξάνεται η τάση του 
εφαρμοζόμενου ηλεκτρικού πεδίου, η κινητικότητα των 
τμημάτων DNA μεγάλου μοριακού βάρους αυξάνεται με 
διαφορετικό ρυθμό για το καθένα. Έτσι, η δυνατότητα 
διαχωρισμού μεγαλομοριακών τμημάτων DNA στα 
πηκτώματα αγαρόζης μειώνεται καθώς αυξάνεται η 
εφαρμοζόμενη τάση. Για να επιτυγχάνεται ο καλύτερος 
δυνατός διαχωρισμός τμημάτων DNA με μήκος πάνω 
από 2 kb, θα πρέπει η εφαρμοζόμενη τάση να μην 
υπερβαίνει τα 5-8 Volt/cm της μήτρας του πηκτώματος.
6) Το διάλυμα ηλεκτροφόρησης (TBE). Τόσο η 
σύνθεση όσο και η ιοντική ισχύς του TBE επηρεάζουν 
την ηλεκτροφορητική κινητικότητα του DNA. 
Απουσία ιόντων η ηλεκτρική αγωγιμότητα του TBE 
ελαχιστοποιείται, κάτι που έχει ως αποτέλεσμα την αργή 
μετανάστευση του DNA στο πήκτωμα. Η χρήση TBE 
μεγάλης ιοντικής ισχύος μεγιστοποιεί την ηλεκτρική 
του αγωγιμότητα, με αποτέλεσμα την έκλυση μεγάλων 
ποσών θερμότητας (ακόμα και σε μέτρια εφαρμοζόμενη 
τάση). Αυτή η κατάσταση μπορεί πιθανότατα να 
οδηγήσει στην τήξη του πηκτώματος και την αποδιάταξη 
του DNA. 
Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης περιλαμβάνει:
1) Την εισαγωγή της επιθυμητής ποσότητας αγαρόζης 
σε διάλυμα  ηλεκτροφόρησης και θέρμανση του 
μείγματος μέχρι τήξεώς της, έτσι ώστε να δημιουργηθεί 
ένα διαυγές και ομοιογενές διάλυμα. 
2) Την προσθήκη Et-Br σε τελική συγκέντρωση 1 μg/ml.
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Η αναγωγή του ισχυρού οξειδωτικού παράγοντα 
υπερθειικού αμμωνίου (APS) [(NH4)2S2O8] από 
την τετραμεθυλοαιθυλενοδιαμίνη (TEMED) 
[(CH3)2NCH2CH2N(CH3)2] δημιουργεί ελεύθερες ρίζες 
οι οποίες βινυλ-πολυμερίζουν τα μονομερή του 
ακρυλαμιδίου, με αποτέλεσμα να δημιουργούνται 
συνακολούθως γραμμικές αλυσίδες πολυακρυλαμιδίου. 
Η συνύπαρξη του παράγοντα N,N’-μεθυλενο-δισ-
ακρυλαμιδίου (bis-acrylamide), ο οποίος λόγω της δομής 
του έχει τη δυνατότητα να συνδέεται ταυτόχρονα σε δύο 
διαφορετικές αλυσίδες πολυακρυλαμιδίου, δημιουργεί 
ένα τρισδιάστατο πλέγμα με ποικίλη κατανομή μεγέθους 
πόρων. Το μέσο μήκος των πόρων που σχηματίζονται σε 
αυτά τα δίκτυα, άρα και η ικανότητα του πηκτώματος 
να διαχωρίζει διαφορετικού μήκους τμήματα DNA, 
καθορίζεται από τη συγκέντρωση του μονομερούς 
ακρυλαμιδίου και του παράγοντα δισ-ακρυλαμιδίου 
(Margolis and Wrigley, 1975; Campbell et al., 1983).
Η εκατοστιαία συγκέντρωση του μονομερούς 
ακρυλαμιδίου που χρησιμοποιείται κάθε φορά για την 
παρασκευή πηκτώματος, εξαρτάται από το μήκος τού 
προς ανάλυση τμήματος DNA, όπως φαίνεται στον 
Πίνακα 7.
Πίνακας 7. Εύρος διαχωριστικής ικανότητας (σε bp) των 
πηκτωμάτων πολυακρυλαμιδίου ανάλογα με την εκατοστιαία 
σύστασή τους σε μονομερές ακρυλαμίδιο, και ρυθμός 
συμμετανάστευσης των χρωστικών ουσιών κυανούν της 
ξυλόλης και μπλε της βρωμοφαινόλης με διαφορετικά σε 
μήκος τμήματα DNA (σε bp).    
1 Σε κάθε 29 μονομερή ακρυλαμιδίου αναλογεί ένα μόριο N,N’-
μεθυλενο-δισ-ακρυλαμιδίου. 
2 Κατά προσέγγιση μήκος τμημάτων DNA (σε bp) με τα οποία 
οι εν λόγω χρωστικές συμμεταναστεύουν δια μέσω του 
πηκτώματος.
Η ταχύτητα πολυμερισμού του πηκτώματος 
πολυακρυλαμιδίου εξαρτάται από τη συγκέντρωση 
του μονομερούς ακρυλαμιδίου, τη συγκέντρωση των 
παραγόντων πολυμερισμού (TEMED και APS) και από 
τη θερμοκρασία του περιβάλλοντος.     
μοριακού μάρτυρα (SM0331 GeneRuler DNA Ladder 
Mix της εταιρίας Fermentas).  
8) Την  παρακολούθηση  της πορείας της 
ηλεκτροφόρησης με τη σύντομη έκθεση του 
πηκτώματος αγαρόζης σε συσκευή εκπομπής 
υπεριώδους ακτινοβολίας (UV). Η υπεριώδης 
ακτινοβολία απορροφάται από το παρεμβαλλόμενο 
στο DNA Et-Br και εκπέμπεται στην ερυθρή-πορτοκαλί 
περιοχή του ορατού φάσματος, με αποτέλεσμα τη 
δυνατότητα διάκρισης του DNA στο πήκτωμα αγαρόζης 
με τη μορφή ερυθροπορτοκαλόχροων ζωνώσεων (LeP-
ecq and Paoletti, 1967).    
7.2. Ηλεκτροφόρηση σε
πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου
7.2.1. Γενικά περί πηκτωμάτων πολυακρυλαμιδίου
Το πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου περιγράφηκε για 
πρώτη φορά ως μήτρα ηλεκτροφόρησης από τους 
Raymond και Weintraub το 1959. Χρησιμοποιείται για 
διαχωρισμό δίκλωνων μορίων DNA βάσει μεγέθους, 
αλλά και για διαχωρισμό μονόκλωνων αλυσίδων DNA 
βάσει μεγέθους και στερεοδιαμόρφωσης. Το πήκτωμα 
πολυακρυλαμιδίου υπερτερεί σε τρία βασικά σημεία 
σε σχέση με το πήκτωμα αγαρόζης: 1) έχει μεγάλη 
ικανότητα διαχωρισμού, αφού είναι δυνατόν να 
διαχωρίσει τμήματα DNA που διαφέρουν μεταξύ τους 
μόνο κατά 0,1% (για παράδειγμα κατά 1 μόλις ζεύγος 
βάσεων στα 1.000 ζεύγη βάσεων), 2) μπορεί να χωρέσει 
μεγάλες ποσότητες DNA, έως και 10 μg, σε σχέση με το 
πήκτωμα αγαρόζης και 3) το DNA που ανακτάται από το 
πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου είναι καθαρό και μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί για απαιτητικούς σκοπούς.
Δύο είναι τα είδη πηκτώματος πολυακρυλαμιδίου που 
χρησιμοποιούνται ευρέως:
α) Το αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου. 
Χρησιμοποιείται για τον διαχωρισμό μονόκλωνων 
τμημάτων DNA. Ο πολυμερισμός αυτής της 
κατηγορίας πηκτώματος γίνεται παρουσία παράγοντα 
που παρεμποδίζει το ζευγάρωμα των βάσεων των 
νουκλεϊνικών οξέων. Τέτοιο αποδιατακτικό παράγοντα 
αποτελεί η ουρία. Επιπλέον, το φορμαμίδιο, το 
οποίο αποτελεί συστατικό του διαλύματος της 
χρησιμοποιούμενης χρωστικής, κρατά αποδιαταγμένα 
τα μόρια του DNA και αποτρέπει το σχηματισμό 
δευτεροταγών δομών καθώς αυτά μεταναστεύουν μέσα 
στο πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου.               
β)  Το μη αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου. 
Χρησιμοποιείται για τον διαχωρισμό δίκλωνων 
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Ακολούθως, το διάλυμα του πηκτώματος αναδεύεται 
προσεκτικά. 
5. Έπειτα, το διάλυμα αποχύνεται αργά στο τμήμα 
του μεγάλου τζαμιού που προεξέχει και αφήνεται να 
εισχωρήσει αργά και σταθερά στο διάκενο που υπάρχει 
μεταξύ των δύο υάλινων επιφανειών. Με τη βοήθεια 
ελαφρών χτυπημάτων στην επιφάνεια του μικρού 
τζαμιού, το ρέον διάλυμα του πηκτώματος οδηγείται 
με μεγάλη προσοχή προς το κάτω μέρος της μήτρας 
πολυμερισμού. Η διαδικασία πρέπει να γίνει με ειδική 
μέριμνα, ώστε να αποφευχθεί και ο παραμικρός 
εγκλωβισμός αέρα (και άρα ο σχηματισμός φυσαλίδων 
μεταξύ των δύο υάλινων επιφανειών).
6. Όταν το διάλυμα καλύψει όλη την περιοχή μεταξύ των 
υάλινων επιφανειών, στην εσοχή που δημιουργείται στο 
επάνω μέρος της μήτρας πολυμερισμού, τοποθετείται 
το ειδικό πλαστικό «χτενάκι» σε οριζόντια διευθέτηση, 
προκειμένου να προκύψει η δημιουργία των θέσεων 
φόρτωσης του DNA («πηγαδάκια ηλεκτροφόρησης»). 
Έπειτα, το πήκτωμα αφήνεται να πολυμεριστεί σε 
θερμοκρασία δωματίου, για τουλάχιστον μιάμιση ώρα.
7. Μετά την ολοκλήρωση του πολυμερισμού αφαιρείται 
προσεκτικά το ειδικό πλαστικό «χτενάκι» και η μήτρα του 
πηκτώματος - με διαστάσεις 45x35x0,1 cm - στερεώνεται 
κατάλληλα στην κάθετη συσκευή ηλεκτροφόρησης. 
Ακολούθως, η συσκευή πληρώνεται με διάλυμα 
ηλεκτροφόρησης (TBE), ίδιας τελικής συγκέντρωσης 
με αυτό που χρησιμοποιήθηκε για την παρασκευή του 
πηκτώματος πολυακρυλαμιδίου (δηλαδή 1Χ).    
8. Σε κάθε «πηγαδάκι» του πηκτώματος φορτώνονται 
~ 3 μl διαλύματος χρωστικής (GLB Acrylamide) 
και η συσκευή τίθεται σε λειτουργία υπό σταθερή 
τάση 1500 Volt, ένταση 200 mΑ και ισχύ 80 Watt. 
Με αυτό τον τρόπο διαπιστώνεται η κατάσταση 
των θέσεων ηλεκτροφόρησης και παράλληλα το 
πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου αποκτά σε όλη του την 
επιφάνεια θερμοκρασία της τάξης των ~ 50 °C. Αυτή η 
θερμοκρασία, παρουσία του αποδιατακτικού παράγοντα 
της ουρίας και του φορμαμιδίου που περιέχεται στη 
χρωστική (GLB Acrylamide), είναι που θα διασφαλίσει 
την παραμονή των δειγμάτων του DNA σε κατάσταση 
αποδιάταξης. Μεταξύ αυτού και του επόμενου βήματος 
προετοιμάζονται τα προς ανάλυση δείγματα ως εξής:
α) σε κάθε δείγμα DNA προστίθεται διάλυμα χρωστικής 
(GLB Acrylamide) σε αναλογία 1:1.
β) τα δείγματα εισάγονται σε θερμικό κυκλοποιητή 
(ή σε υδατόλουτρο) σε θερμοκρασία 95 °C, για 10 
λεπτά, προκειμένου να αποδιαταχθούν. Ακολούθως, 
εισάγονται άμεσα σε πάγο έως ότου φορτωθούν στο 
7.2.2. Παρασκευή πηκτώματος πολυακρυλαμιδίου 
(διαστάσεων 45x35x0,1 cm) 
Η παρασκευή του συγκεκριμένου αποδιατακτικού 
πηκτώματος πολυακρυλαμιδίου περιλαμβάνει τα 
ακόλουθα βήματα:
1. Σε ποτήρι ζέσεως προστίθενται τα παρακάτω:  
Το διάλυμα συμπληρώνεται με απεσταγμένο νερό (dis-
tilled H2Ο: [dH2Ο]) μέχρι του τελικού όγκου των 80 ml.
2. Τα δύο τζάμια που θα αποτελέσουν τη μήτρα 
πολυμερισμού, πλένονται σχολαστικά, στεγνώνονται 
καλά με απορροφητικό χαρτί, καθαρίζονται με αιθανόλη 
96% και τοποθετούνται σε οριζόντια θέση.
3. Στο τζάμι μικρότερης επιφάνειας (που δημιουργεί 
στο επάνω μέρος του την απαραίτητη εσοχή για 
την τοποθέτηση του ειδικού πλαστικού «χτενιού») 
επαλείφονται ~ 2 ml αντικολλητικής σιλικόνηs (dimethyl-
dichlorosilane). Στις μεγάλου μήκους πλευρές του άλλου 
τζαμιού (με τη μεγαλύτερη επιφάνεια) πάνω στο οποίο 
θα συγκολληθεί το πήκτωμα, τοποθετούνται ειδικές 
ταινίες στεγανοποίησης (spacer), μία σε κάθε πλευρά 
του, με διαστάσεις 45x1x0,1 cm. Έπειτα, το τζάμι αυτό 
επαλείφεται με διάλυμα συγκόλλησης το οποίο περιέχει 
20 ml αιθανόλης 96%, 100 μl συγκολλητικής σιλικόνης 
[3-(Methacryloyloxy)propyl]trimethoxysilane] και 600 
μl διaλύματος 10% παγόμορφου οξικού οξέος (glacial 
acetic acid). Η περίσσεια του διαλύματος συγκόλλησης 
απομακρύνεται με τη βοήθεια διαβρεγμένης με αιθανόλη 
χάρτινης πετσέτας. Ακολούθως, αφήνεται προσεκτικά 
το μικρότερο τζάμι από πάνω, έτσι ώστε να καλύπτει 
ακριβώς το μεγάλο (εκτός από το πάνω τμήμα του, εκεί 
δηλαδή που δημιουργείται η εσοχή τοποθέτησης του 
ειδικού πλαστικού «χτενιού»). Τα άκρα των δύο τζαμιών 
ενώνονται σε τρεις θέσεις με μεταλλικούς συνδέσμους, 
προκειμένου να υπάρξει καλή μεταξύ τους πρόσφυση.  
4. Στο διάλυμα που έχει προπαρασκευασθεί, 
προστίθενται οι παράγοντες πολυμερισμού:
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οξικού οξέος)  το οποίο προκαλεί αλλαγή του pH, κάτι που 
έχει ως άμεσο αποτέλεσμα το σταμάτημα της αναγωγής 
των μεταλλικών ιόντων αργύρου. Το ακολουθούμενο 
πρωτόκολλο είναι τροποποίηση της μεθόδου που 
περιγράφηκε από τον Sambrook και τους συνεργάτες 
του το 1989 και περιλαμβάνει τα εξής βήματα:
1. Το πήκτωμα εμβαπτίζεται σε 2 L υδατικού διαλύματος 
στερέωσης-εξουδετέρωσης (10% v/v παγόμορφου 
οξικού οξέος) και αναδεύεται ήπια για 20 λεπτά. Ο μισός 
όγκος του διαλύματος στερέωσης-εξουδετέρωσης 
απορρίπτεται, ενώ το υπόλοιπο διάλυμα φυλάσσεται 
προκειμένου να επαναχρησιμοποιηθεί σε επόμενο 
στάδιο.
2. Ακολουθούν 3 διαδοχικές πλύσεις του πηκτώματος 
πολυακρυλαμιδίου με dH2O, υπό συνεχή ανάδευση, 
με τη διάρκεια κάθε μίας να φθάνει τα 2 λεπτά. Μετά 
το τέλος της τρίτης κατά σειρά πλύσης και πριν την 
εμβάπτιση του πηκτώματος στο επόμενο διάλυμα, η 
υάλινη επιφάνεια που φέρει επάνω της συγκολλημένο 
το πήκτωμα απομακρύνεται από το νερό πλύσης και 
κρατιέται για 15-20 δευτερόλεπτα σε κάθετη θέση 
προκειμένου να αποβάλλει την περίσσεια του ύδατος.  
3. Το πήκτωμα εμβαπτίζεται σε 2 L υδατικού διαλύματος 
χρώσης (2 g νιτρικού αργύρου, 3 ml διαλύματος 
φορμαλδεΰδης 37%) και επωάζεται για 30 λεπτά υπό 
ήπια ανάδευση.
4. Το πήκτωμα ξεπλένεται εκ νέου με dH2O για μόλις 5 
δευτερόλεπτα, με συνεχή ανάδευση.
5. Το πήκτωμα εμβαπτίζεται άμεσα σε 1 L υδατικού 
διαλύματος εμφάνισης, το οποίο έχει θερμοκρασία 
10 °C [το διάλυμα περιέχει άνυδρο ανθρακικό 
νάτριο (60 g), διάλυμα φορμαλδεΰδης 37% (3 ml) και 
θειοθειικό νάτριο* συγκέντρωσης 10 mg/ml (400 μl)]. 
Ακολουθεί ήπια ανάδευσή του έως ότου αρχίζουν να 
εμφανίζονται οι πρώτες ζώνες του DNA. Έπειτα, το 
πήκτωμα μεταφέρεται στο υπόλοιπο μισό του υδατικού 
διαλύματος εμφάνισης (όγκου 1 L) και η ήπια ανάδευση 
εξακολουθεί έως ότου εμφανισθούν ευκρινώς όλες οι 
ζώνες του DNA.
*Σημείωση: Το  θειοθειικό νάτριο προστίθεται στο διάλυμα 
εμφάνισης ακριβώς πριν από τη χρήση του.
6. Η διαδικασία της εμφάνισης διακόπτεται με 
προσθήκη στο υπάρχον υδατικό διάλυμα εμφάνισης, 
ενός λίτρου από το αρχικό υδατικό διάλυμα στερέωσης-
εξουδετέρωσης που έχει από πριν φυλαχτεί. Η διαδικασία 
αυτή γίνεται υπό συνεχή, ήπια ανάδευση και διαρκεί 2 
έως 3 λεπτά. 
7. Τέλος, πραγματοποιούνται 2 διαδοχικές πλύσεις με 
dH2O, υπό συνεχή ανάδευση, διάρκειας δύο λεπτών 
η καθεμία. Μετά το πέρας των πλύσεων η υάλινη 
πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου.       
9. Μετά από ~ 40 λεπτά ηλεκτροφόρησης του 
διαλύματος χρωστικής, η συσκευή τίθεται προσωρινώς 
εκτός λειτουργίας. Σε κάθε «πηγαδάκι» φορτώνονται 
εκ νέου 5 μl από κάθε δείγμα DNA (που όπως 
προαναφέρθηκε περιέχει διάλυμα χρωστικής) και τα 
δείγματα ηλεκτροφορούνται κάτω από τις συνθήκες 
που χρησιμοποιήθηκαν και στο αμέσως προηγούμενο 
στάδιο.   
10. Η ηλεκτροφορητική διαδικασία αφήνεται να 
εξελιχθεί για χρονικό διάστημα που εξαρτάται από το 
μέγεθος των προς ανάλυση τμημάτων DNA. Ο έλεγχός 
της υποβοηθείται από το ρυθμό συμμετανάστευσης 
των χρωστικών κυανούν της ξυλόλης και μπλε της 
βρωμοφαινόλης που περιέχονται στο διάλυμα GLB 
Acrylamide (βλ. Πίνακα 7). Μόλις ολοκληρωθεί η 
ηλεκτροφορητική διαδικασία, η μήτρα του πηκτώματος 
απομακρύνεται από τη συσκευή και τα δύο τζάμια 
αποχωρίζονται προσεκτικά, ώστε όλο το πήκτωμα 
πολυακρυλαμιδίου να παραμείνει στο μεγάλο τζάμι 
(που φέρει το φιλμ του διαλύματος συγκόλλησης). 
7.2.3. Εμφάνιση του πηκτώματος 
πολυακρυλαμιδίου (διαστάσεων 45x35x0,1 cm) 
με τη μέθοδο χρώσης με νιτρικό άργυρο (AgNO3)
Η χρώση του DNA με AgNO3 χρησιμοποιείται όταν 
απαιτείται πολύ μεγάλη ευαισθησία στην ανίχνευση 
ζωνών μικρών ποσοτήτων DNA. Η ποσότητα του DNA 
που μπορεί κατ’ ελάχιστο να ανιχνευθεί είναι περί τα 100 
pg (Guillemette and Lewis 1983). Η μέθοδος αυτή έχει 
ως βασική αρχή την αναγωγή των μεταλλικών ιόντων 
αργύρου από τα νουκλεϊνικά οξέα. Η ανηγμένη μορφή 
του αργύρου οδηγεί στο σχηματισμό κόκκων που 
καθιζάνουν γύρω από τις ζώνες DNA που βρίσκονται 
εντός του πηκτώματος πολυακρυλαμιδίου. Η προσθήκη 
του παράγοντα θειοθειικού νατρίου (sodium thiosulfate 
[Na2S2O3]) σταθεροποιεί την εικόνα των ζωνών, εξαιτίας 
της διάλυσης και κατ΄ επέκταση της απομάκρυνσης της 
όποιας περίσσειας νιτρικού αργύρου, ενώ ταυτόχρονα 
καθιστά την εικόνα των ζωνών ανθεκτική στην 
επίδραση του φωτός. Η διάλυση του νιτρικού αργύρου, 
παρουσία θειοθειικού νατρίου, περιλαμβάνει την 
αντίδραση της θειοθειικής ρίζας (S2O3
2−) με τον άργυρο 
και περιγράφεται από την ακόλουθη χημική εξίσωση:     
2 S2O3
2− + AgΝΟ3 → [Ag(S2O3)2]
3− + ΝΟ3
-
Η ανάπτυξη του χρώματος των ζωνών διακόπτεται με 
την προσθήκη ενός διαλύματος ασθενούς οξέος (π.χ. 
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μεγαλύτερη επιφάνεια τοποθετούνται οι ειδικές ταινίες 
στεγανοποίησης (spacer), δύο σε κάθε πλευρά του, 
με διαστάσεις 20x1x0,1 cm. Στη συνέχεια το τζάμι 
μικρότερης επιφάνειας αφήνεται προσεκτικά πάνω 
από το μεγάλο, έτσι ώστε να το καλύπτει ακριβώς. 
Ακολούθως, οι δύο υάλινες επιφάνειες οι οποίες θα 
αποτελέσουν τη μήτρα πολυμερισμού, στερεώνονται 
κάθετα στο ειδικό αποσπώμενο εξάρτημα της συσκευής 
ηλεκτροφόρησης και έπειτα ελέγχεται επισταμένα η 
στεγανότητα του συστήματος με την εισαγωγή μικρής 
ποσότητας dH2O. Η ποσότητα τoυ νερού αποχύνεται 
από το σύστημα εάν ολοκληρωθεί επιτυχώς ο έλεγχος 
στεγανότητάς του.
4. Στο διάλυμα που έχει προπαρασκευασθεί προστίθενται 
οι παράγοντες πολυμερισμού:
Ακολούθως, το διάλυμα του πηκτώματος αναδεύεται 
προσεκτικά. 
5. Το διάλυμα εισάγεται προσεκτικά στη μήτρα 
πολυμερισμού με τη βοήθεια σιφωνίου, με τρόπο 
ώστε να αποφευχθεί και ο παραμικρός εγκλωβισμός 
αέρα (και άρα ο σχηματισμός φυσαλίδων μεταξύ των 
δύο υάλινων επιφανειών). Όταν το διάλυμα καλύψει 
όλη την περιοχή μεταξύ των υάλινων επιφανειών, 
στην εσοχή που δημιουργείται στο επάνω μέρος της 
επιφάνεια με το συγκολλημένο πάνω της πήκτωμα 
πολυακρυλαμιδίου αφήνεται να στεγνώσει, σε περίπου 
όρθια θέση, σε θερμοκρασία δωματίου για τουλάχιστον 
10 ώρες.
Τα πρωτόκολλα τόσο της παρασκευής πηκτώματος 
πολυακρυλαμιδίου (διαστάσεων 45x35x0,1 cm) όσο και 
της εμφάνισής του με τη μέθοδο χρώσης με AgNO3 - 
που περιγράφονται στις § 7.2.2. και 7.2.3. αντίστοιχα - 
χρησιμοποιήθηκαν για την ανάλυση μικροδορυφορικού 
DNA. 
7.2.4. Παρασκευή πηκτώματος πολυακρυλαμιδίου 
(διαστάσεων 20x20x0,2 cm) 
Η παρασκευή του συγκεκριμένου πηκτώματος 
πολυακρυλαμιδίου περιλαμβάνει τα παρακάτω βήματα: 
1. Σε ποτήρι ζέσεως προστίθενται: 
2. Τα δύο τζάμια που θα αποτελέσουν τη μήτρα 
πολυμερισμού, πλένονται σχολαστικά, στεγνώνονται 
καλά με απορροφητικό χαρτί, καθαρίζονται με αιθανόλη 
96%, τοποθετούνται σε οριζόντια θέση και επαλείφονται 
με 0,5 ml αντικολλητικής σιλικόνης το καθένα (dimethyl-
dichlorosilane).
3. Σε δύο αντικριστές πλευρές του τζαμιού με τη 
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διαφορά να εντοπίζεται στο ότι στην περίπτωση 
της εμφάνισης του συγκεκριμένου πηκτώματος 
πολυακρυλαμιδίου χρησιμοποιείται το βοροϋδρίδιο 
του νατρίου (sodium borohydride [NαBH4]) αντί του 
θειοθειικού νατρίου. 
Το πρωτόκολλο εμφάνισης  του συγκεκριμένου τύπου 
πηκτώματος περιλαμβάνει τα παρακάτω βήματα:
1. Το πήκτωμα απομακρύνεται προσεκτικά από το 
μεγάλο τζάμι, εμβαπτίζεται στο μισό όγκο (200 ml) του 
υδατικού διαλύματος στερέωσης (400 ml dH2O, 8 ml 
αιθανόλη 96%, 0,5 ml παγόμορφου οξικού οξέος) και 
αναδεύεται ήπια για 3 λεπτά. Το διάλυμα απορρίπτεται 
και η διαδικασία επαναλαμβάνεται με το υπόλοιπο 
διάλυμα στερέωσης.
2. Στη συνέχεια, γίνεται πλύση του πηκτώματος με 
dΗ2Ο, υπό συνεχή ανάδευση, διάρκειας 1 λεπτού.
3. Ακολούθως, το πήκτωμα εμβαπτίζεται στο υδατικό 
διάλυμα χρώσης (0,1% w/v νιτρικού αργύρου) και 
αναδεύεται ήπια για 15 λεπτά.
4. Έπειτα, πραγματοποιούνται δύο διαδοχικές πλύσεις 
του πηκτώματος με dΗ2Ο, υπό συνεχή ανάδευση, 
διάρκειας ενός λεπτού η κάθε μία.
5. Το πήκτωμα εμβαπτίζεται στο διάλυμα εμφάνισης 
(200ml dH2O, 3g NaOH, 0,01 g NaBH4, 1 ml φορμαλδεΰδη 
37%) και αναδεύεται ήπια έως ότου εμφανιστούν 
ευκρινώς οι μπάντες. Όταν αυτό συμβεί το διάλυμα 
αποχύνεται και πραγματοποιείται μία τελευταία πλύση 
του πηκτώματος με dH2O, διάρκειας 3 λεπτών, με 
ήπια ανάδευση. Αφού ολοκληρωθεί η διαδικασία της 
εμφάνισης, το πήκτωμα αποθηκεύεται σε πλαστική 
διαφανή μεμβράνη η οποία συρράπτεται καλά στα άκρα 
της. Το πακετάρισμα του πηκτώματος το βοηθά να 
διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου για τουλάχιστον 
45 ημέρες.
Τα πρωτόκολλα τόσο της παρασκευής πηκτώματος 
πολυακρυλαμιδίου (διαστάσεων 20x20x0,2 cm) όσο και 
της εμφάνισής του με τη μέθοδο χρώσης με AgNO3 - 
που περιγράφονται στις § 7.2.4. και 7.2.5. αντίστοιχα 
- χρησιμοποιήθηκαν για την ανάλυση μιτοχονδριακού 
DNA με τη μέθοδο SSCP. 
Σημειώσεις: 
1) Η στερεοδιαμόρφωση των μονόκλωνων μορίων DNA, 
και άρα η ευαισθησία ανίχνευσης πολυμορφισμών με τη 
μέθοδο SSCP, εξαρτάται από διάφορες μεταβλητές οι οποίες 
σχετίζονται με το πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου (Glavač and 
Dean 1993; Ravnik-Glavač et al., 1994). Τέτοιες είναι:
α) Η θερμοκρασία του πηκτώματος.
β) Η συγκέντρωση του δισ-ακρυλαμιδίου.
γ) Η συγκέντρωση του ακρυλαμιδίου.
δ) Η παρουσία γλυκερόλης.
μήτρας πολυμερισμού τοποθετείται το ειδικό πλαστικό 
«χτενάκι» σε οριζόντια διευθέτηση, προκειμένου να 
προκύψει η δημιουργία των θέσεων φόρτωσης του DNA 
(«πηγαδάκια ηλεκτροφόρησης»). Έπειτα, το πήκτωμα 
αφήνεται να πολυμεριστεί σε θερμοκρασία δωματίου, 
για τουλάχιστον 30 λεπτά.
6. Μετά την ολοκλήρωση του πολυμερισμού αφαιρείται 
προσεκτικά το ειδικό πλαστικό «χτενάκι» και η μήτρα του 
πηκτώματος - με διαστάσεις 20x20x0,2 cm - στερεώνεται 
κατάλληλα στο πλαστικό δοχείο της κάθετης συσκευής 
ηλεκτροφόρησης. Ακολούθως, η συσκευή πληρώνεται 
με διάλυμα ηλεκτροφόρησης (TBE), ίδιας τελικής 
συγκέντρωσης με αυτό που χρησιμοποιήθηκε για 
την παρασκευή του πηκτώματος πολυακρυλαμιδίου 
(δηλαδή 1Χ).    
7. Έπειτα, προετοιμάζονται τα προς ανάλυση δείγματα 
ως εξής:
α) σε κάθε δείγμα DNA προστίθεται διάλυμα χρωστικής 
(SSCP Loading Dye: περιέχει φορμαμίδιο και υδροξείδιο 
του νατρίου ως αποδιατακτικούς παράγοντες) σε 
αναλογία 1:4 αντίστοιχα.
β) τα δείγματα εισάγονται σε θερμικό κυκλοποιητή 
(ή σε υδατόλουτρο) σε θερμοκρασία 95 °C, για 10 
λεπτά, προκειμένου να αποδιαταχθούν. Αμέσως μετά, 
εισάγονται σε πάγο έως ότου φορτωθούν στο πήκτωμα 
πολυακρυλαμιδίου.       
8. Σε κάθε «πηγαδάκι» φορτώνονται 5 μl από κάθε 
δείγμα DNA (που όπως προαναφέρθηκε περιέχει 
διάλυμα χρωστικής) και τα δείγματα ηλεκτροφορούνται 
υπό σταθερή τάση 150 Volt, ένταση 200 mΑ και ισχύ 50 
Watt.   
9. Η ηλεκτροφορητική διαδικασία αφήνεται να εξελιχθεί 
για χρονικό διάστημα 20-22 ωρών, ανάλογα με το 
μέγεθος των προς ανάλυση τμημάτων DNA. Πάντως, ο 
έλεγχος της διαδικασίας ηλεκτροφόρησης υποβοηθείται 
από το ρυθμό συμμετανάστευσης των χρωστικών 
κυανούν της ξυλόλης και μπλε της βρωμοφαινόλης 
που περιέχονται στο διάλυμα SSCP Loading Dye (βλ. 
Πίνακα 7). Μόλις ολοκληρωθεί η διαδικασία, η μήτρα 
του πηκτώματος απομακρύνεται από τη συσκευή και τα 
δύο τζάμια αποχωρίζονται προσεκτικά, έτσι ώστε όλο το 
πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου να παραμείνει στο μεγάλο 
τζάμι. 
7.2.5. Εμφάνιση του πηκτώματος 
πολυακρυλαμιδίου (διαστάσεων 20x20x0,2 cm) 
με τη μέθοδο χρώσης με νιτρικό άργυρο (AgNO3)
Η βασική αρχή της μεθόδου είναι η ίδια με αυτή που 
έχει αναλυθεί προηγουμένως (βλ. § 7.2.3.), με τη μόνη 
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ed: He) περιγράφονται, αντίστοιχα, από τους παρακάτω δύο 
τύπους:
όπου n είναι ο αριθμός των ατόμων του πληθυσμού, ai1, ai2 
είναι οι συχνότητες των αλληλομόρφων του ατόμου i σε  ένα 
συγκεκριμένο γενετικό δείκτη (με ai1  διάφορο του ai2 ), και
όπου n είναι ο αριθμός των αλληλομόρφων σε ένα 
συγκεκριμένο γενετικό δείκτη και fi είναι η συχνότητα τού 
αλληλομόρφου i του εν λόγω δείκτη.
γ) Ο πραγματικός αριθμός αλληλομόρφων (actual num-
ber of alleles: na) εκφράζει το σύνολο των υφιστάμενων 
αλληλομόρφων ενός συγκεκριμένου γενετικού τόπου. 
Ο δραστικός αριθμός αλληλομόρφων (effective number of al-
leles: ne) δίνεται από την ακόλουθη σχέση:
όπου n ο αριθμός των αλληλομόρφων σε ένα συγκεκριμένο 
γενετικό δείκτη και fi η συχνότητα τού αλληλομόρφου i του εν 
λόγω δείκτη. 
Ο δραστικός αριθμός αλληλομόρφων είναι μικρότερος 
από τον πραγματικό, εκτός εάν τα αλληλόμορφα έχουν 
ίσες συχνότητες στον πληθυσμό. Επίσης, επειδή πολλά 
αλληλόμορφα αντιπροσωπεύονται μόνο μία ή δύο φορές 
στον πληθυσμό ή η συχνότητα εμφάνισής τους σ’ αυτόν είναι 
πολύ μικρή, η συνεισφορά τους στη μέση ετεροζυγωτία του 
πληθυσμού είναι επίσης πολύ μικρή. Συνεπώς, ο δραστικός 
ε) Ο τύπος της μήτρας πολυμερισμού του πηκτώματος. 
Πάντως, η στερεοδιαμόρφωση ακόμη και των ίδιων μορίων 
μονόκλωνου DNA μπορεί να ποικίλει όχι μόνο εξαιτίας 
της επιλογής διαφορετικών συνθηκών διεξαγωγής της 
πειραματικής διαδικασίας, αλλά επίσης μπορεί να ποικίλει και 
κάτω από φαινομενικά ταυτόσημες πειραματικές συνθήκες, 
για παράδειγμα, διαφορετικών εργαστηριακών χώρων.
8. Βιοπληροφορική ανάλυση
Τα στατιστικά πακέτα και οι δημόσιες βάσεις δεδομένων 
που χρησιμοποιήθηκαν στις βιοπληροφορικές αναλύσεις 
της παρούσας εργασίας περιλαμβάνουν: 
1) Το στατιστικό πακέτο POPGENE 1.31 (Yeh et al., 
1999) που βασίζεται στην τεχνολογία του λειτουργικού 
συστήματος των Windows της εταιρίας Microsoft®. Το 
πρόγραμμα αυτό μπορεί να εκτελέσει τα περισσότερα 
είδη ανάλυσης δεδομένων που απαντώνται στις 
πληθυσμιακές μελέτες. Είναι ειδικά σχεδιασμένο για 
την ανάλυση της γενετικής ποικιλότητας μεταξύ και 
εντός των πληθυσμών, με τη χρήση υπερεχόντων και 
συνυπερεχόντων δεικτών και ποσοτικών χαρακτήρων, 
είτε για απλοειδή είτε για διπλοειδή δεδομένα. Στην 
παρούσα μελέτη, το συγκεκριμένο στατιστικό πακέτο 
χρησιμοποιήθηκε για την εκτίμηση της γενετικής 
ποικιλότητας μέσω των μέσων τιμών του πραγματικού 
(na) και του δραστικού αριθμού αλληλομόρφων (ne), αλλά 
και της παρατηρούμενης (Ho) και της αναμενόμενης 
(He) ετεροζυγωτίας. Επιπλέον, με τη χρήση του 
συγκεκριμένου στατιστικού πακέτου υπολογίσθηκαν 
οι γενετικές αποστάσεις μεταξύ των δειγμάτων, 
σύμφωνα με τη μέθοδο του Nei (1972) και ελέγχθηκαν 
οι αποκλίσεις από την ισορροπία Hardy-Weinberg (HW) 
βάσει του επιπέδου στατιστικής σημαντικότητας του 
κριτηρίου G2.   
Σημειώσεις: 
α) Η ισορροπία κατά HW περιγράφει μία κατάσταση στην 
οποία οι γονοτυπικές και αλληλομορφικές συχνότητες ενός 
γενετικού δείκτη παραμένουν αμετάβλητες από γενεά σε 
γενεά, σε μια ιδανική περίπτωση ενός πληθυσμού μεγάλου 
μεγέθους, με τυχαίες διασταυρώσεις μεταξύ των ατόμων που 
τον συγκροτούν και στον οποίο δεν υφίστανται κανενός είδους 
εξελικτικές πιέσεις.
β) Στην πληθυσμιακή γενετική η έννοια της ετεροζυγωτίας 
συνήθως αναφέρεται στον πληθυσμό ως σύνολο, δηλαδή, στο 
μέρος των ατόμων ενός πληθυσμού που είναι ετερόζυγα για 
ένα συγκεκριμένο γενετικό τόπο.
Για τα διπλοειδή άτομα ενός πληθυσμού, τόσο η 
παρατηρούμενη ετεροζυγωτία (Heterozygosity observed: Ho) 
όσο και η αναμενόμενη ετεροζυγωτία (Heterozygosity expect-
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πρόσβαση στο χρήστη. (Βρίσκεται στο δικτυακό 
τόπο http://genepop.curtin.edu.au/). Το πρόγραμμα 
υποστηρίζεται από την τεχνολογία του λειτουργικού 
συστήματος των Windows της εταιρίας Microsoft®, 
αλλά επίσης παρέχεται η δυνατότητα υποστήριξής του 
από τα λειτουργικά συστήματα Unix και Linux. Με τη 
βοήθεια του λογισμικού αυτού ελέγχθηκε η ανισορροπία 
σύνδεσης των μικροδορυφορικών γενετικών τόπων (με 
τη μέθοδο Fisher).
Σημείωση: Ανισορροπία σύνδεσης είναι η παρουσία 
συνδυασμών αλληλομόρφων ή συνδυασμών γενετικών 
δεικτών σε έναν πληθυσμό, με συχνότητα μεγαλύτερη ή 
μικρότερη από αυτήν που θα αναμενόταν από ένα τυχαίο 
συνδυασμό τους, βάσει των συχνοτήτων τους στον πληθυσμό. 
4) Το στατιστικό πακέτο PHYLIP 3.6C (Phylogeny Infer-
ence Package) (Felsenstein, 1994) που είναι συμβατό με 
διάφορα λειτουργικά συστήματα όπως: Windows, Ma-
cintosh, Linux και MS-DOS.  Περιλαμβάνει 35 επιμέρους 
εφαρμογές και αποτελεί ένα από τα πλέον διαδεδομένα 
προγράμματα κατασκευής φυλογενετικών-εξελικτικών 
κλαδογραμμάτων. Η κατασκευή τους μπορεί να 
πραγματοποιηθεί με μια σειρά μεθόδων, όπως: της 
μέγιστης φειδωλότητας (maximum parsimony meth-
od), της μέγιστης πιθανοφάνειας (maximum likelihood 
method) και των μητρών απόστασης (distance matrix 
method). Μπορεί δε να δεχτεί ως τύπους δεδομένων 
νουκλεοτιδικές αλλά και πρωτεϊνικές αλληλουχίες, 
συχνότητες εμφάνισης αλληλομόρφων, περιοριστικά 
θραύσματα κ.ά.. Το πρόγραμμα μπορεί να υποστηρίξει 
την κατασκευή συναινετικών δενδρογραμμάτων (con-
sensus trees), να υπολογίσει τις αποστάσεις μεταξύ των 
διακλαδώσεών, να εκτιμήσει τις τιμές bootstrap στους 
κόμβους των δενδρογραμμάτων κ.λπ.. 
Η κατασκευή των δενδρογραμμάτων της παρούσας 
μελέτης πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο των μητρών 
απόστασης και την εφαρμογή της μεθόδου UPGMA 
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), 
βασιζόμενη στη χρήση των συχνοτήτων εμφάνισης 
αλληλομόρφων σε κάθε δείκτη. Η στατιστική δύναμη 
κάθε κόμβου του δενδρογράμματος αποτιμήθηκε με την 
εφαρμογή της μεθόδου bootstrap. Για το σκοπό αυτό 
δημιουργήθηκαν 100 ψευδοαντίγραφα, με τυχαία κάθε 
φορά διενέργεια δειγματοληψίας από την πρωτότυπη 
βάση δεδομένων, μέσω της χρήσης των επιλογών Seq-
boot και Gendist. Τα νέα αυτά ψευδοαντίγραφα, δηλαδή 
οι νέες μήτρες γενετικών αποστάσεων, ελέγχθηκαν 
μέσω της χρήσης επιλογών Neighbor και Consense 
προκειμένου να προκύψει συναινετικό δενδρόγραμμα. 
Σημείωση: H οπτικοποίηση του δενδρογράμματος 
διενεργήθηκε με τη χρήση του προγράμματος TreeView (Page, 
αριθμός αλληλομόρφων έχει μεγαλύτερη σημασία από τον 
πραγματικό στη γενετική των πληθυσμών, επειδή ακριβώς 
αποτυπώνει με μεγαλύτερη πιστότητα τα επίπεδα της 
γενετικής ποικιλομορφίας ενός πληθυσμού. 
2) Το στατιστικό πακέτο FSTAT (Gouget, 2001) που 
επίσης βασίζεται στην τεχνολογία του λειτουργικού 
συστήματος των Windows της εταιρίας Microsoft®. 
Και αυτό το πρόγραμμα μπορεί να εκτελέσει αρκετά 
είδη ανάλυσης δεδομένων που απαντώνται στις 
πληθυσμιακές μελέτες. Χρησιμοποιήθηκε για την 
εκτίμηση της γενετικής ποικιλότητας (μέσω των μέσων 
τιμών της αλληλομορφικής αφθονίας [Allelic Richness: 
ΑR]) για το υπολογισμό των τιμών FST κάθε ζεύγους 
μεταξύ του συνόλου των δειγμάτων, αλλά και για τον 
προσδιορισμό της στατιστικής σημαντικότητας της 
πληθυσμιακής διαφοροποίησης των δειγμάτων. 
Σημειώσεις: 
α) Ο προσδιορισμός της στατιστικής σημαντικότητας της 
πληθυσμιακής διαφοροποίησης των δειγμάτων βασίσθηκε 
στον προσδιορισμό της στατιστικής σημαντικότητας των 
τιμών FST, που υπολογίστηκε - μετά από διόρθωση κατά Bon-
ferroni - για επίπεδα στατιστικής σημαντικότητας 0,1%, 1% και 
5%.
β) Η αλληλομορφική αφθονία [Allelic Richness: ΑR] είναι 
ο αριθμός των αλληλομόρφων που αναμένεται να έχει ένα 
επιμέρους δείγμα, μεγέθους έστω S, το οποίο λαμβάνεται τυχαία 
από το πραγματικό πληθυσμιακό δείγμα. Πιο συγκεκριμένα, 
η εκτίμηση της αλληλομορφικής αφθονίας βασίζεται 
στον υπολογισμό των πιθανοτήτων που έχει το κάθε ένα 
αλληλόμορφο ενός πληθυσμού να εμφανίζεται στα επιμέρους 
δείγματα (S), που όπως έχει ήδη αναφερθεί λαμβάνονται 
τυχαία από το συνολικό, πραγματικό πληθυσμιακό δείγμα. 
Η σχέση που περιγράφει την εκτίμηση της αλληλομορφικής 
αφθονίας είναι η εξής:
όπου n ο αριθμός των αλληλομόρφων ενός συγκεκριμένου 
γενετικού δείκτη και PSi η πιθανότητα του κάθε ενός 
αλληλομόρφου - του εν λόγω δείκτη - να είναι παρόν στο 
επιμέρους δείγμα, μεγέθους S. 
3) Το πρόγραμμα GENEPOP (Raymond and Rousset, 
1995) που είναι ένα διαδικτυακό στατιστικό πακέτο 
διενέργειας πληθυσμιακών αναλύσεων με ελεύθερη 
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ένας νέος τύπος τροποποιημένης καμπύλης, ο οποίος 
προκύπτει από τη διαίρεση του μέσου όρου των πέντε 
ανεξάρτητων τεστ για κάθε Κ με την τυπική απόκλιση 
των συγκεκριμένων τεστ. 
6) Το στατιστικό πακέτο GENALEX 6.1 (Genetic 
Analysis in Excel) το οποίο επιτρέπει τη διενέργεια 
ενός μεγάλου φάσματος πληθυσμιακών αναλύσεων 
(Peakall and Smouse, 2006). Είναι γραμμένο σε 
γλώσσα προγραμματισμού “Visual Basic” για 
στατιστικές εφαρμογές μέσω του Microsoft Excel™. Το 
πρόγραμμα καθιστά δυνατή την ανάλυση δεδομένων 
συνυπερέχοντων δεικτών. Αξίζει να σημειωθεί ότι 
παρέχει τη δυνατότητα της απευθείας μετατροπής 
της βάσης δεδομένων του σε διαφορετικές μορφές 
βάσεων δεδομένων, συμβατές με 20 διαφορετικά 
προγράμματα γενετικής ανάλυσης. Στην παρούσα 
μελέτη το GENALEX 6.1 χρησιμοποιήθηκε για να 
υπολογισθεί μήτρα ΦPT αποστάσεων (βλ. πλαίσιο 
πληροφοριών4) μέσω ανάλυσης μοριακής ποικιλότητας 
(AMOVA), προκειμένου τελικά βάσει της μήτρας 
αυτής να διενεργηθεί ακολούθως η Ανάλυση Κυρίων 
Συνιστωσών (PCA: Principal Component Analysis) (βλ. 
Πλαίσιο Πληροφοριών4).
1996). 
5) Το στατιστικό πακέτο STRUCTURE (Pritchard et al., 
2000; Falush et al., 2003) που είναι συμβατό με την 
τεχνολογία του λειτουργικού συστήματος των Win-
dows. Η συγκεκριμένη εφαρμογή χρησιμοποιεί ως 
δεδομένα τους γονοτύπους αλλά και τους απλοτύπους 
των διαφόρων γενετικών τόπων του γονιδιώματος των 
οργανισμών, προκειμένου να παρέχει στοιχεία για τη 
δομή των πληθυσμών τους. Η χρήση του προγράμματος 
περιλαμβάνει τη δυνατότητα ανίχνευσης των δομικών 
διαφοροποιήσεων που υφίστανται εντός των 
γενετικών ορίων ενός πληθυσμού, τον προσδιορισμό 
των ατόμων σε σχέση με τους υφιστάμενους κάθε 
φορά υποπληθυσμούς, τη μελέτη ζωνών υβριδισμού, 
την αναγνώριση φαινομένων μετανάστευσης και 
παμμιξίας κ.ά.. Το πρόγραμμα μπορεί να εφαρμοστεί 
για τους περισσότερους κοινούς μοριακούς δείκτες 
(συμπεριλαμβανομένων των μικροδορυφορικών 
δεικτών, των μιτοχονδριακών δεικτών, των RFLP δεικτών 
και των SNP δεικτών) χρησιμοποιώντας απλοειδείς και 
διπλοειδείς βάσεις δεδομένων.
Στην παρούσα εργασία, η συγκεκριμένη στατιστική 
εφαρμογή χρησιμοποιήθηκε προκειμένου να καθοριστεί 
ο πιθανός αριθμός διαφοροποιημένων ομάδων-
υποπληθυσμών (K), εντός των γενετικών ορίων του 
καθενός πληθυσμού που επρόκειτο να μελετηθεί. 
Έτσι, για κάθε ανάλυση με το πρόγραμμα STRUCTURE 
διενεργήθηκαν πέντε διαδοχικά τεστ, με αρχική περίοδο 
50.000 δοκιμών (initial Burn in period) ακολουθούμενων 
από επίσης 50.000 επαναλήψεις MCMC (Markov Chain 
Monte Carlo), για το σύνολο των προτεινόμενων από το 
πρόγραμμα μοντέλων, και για κάθε μια τιμή ορισθέντων 
υποπληθυσμών (K) ξεχωριστά. Παρόλο που οι δημιουργοί 
του στατιστικού πακέτου συνιστούν γενικά τη χρήση του 
μοντέλου με προσμείξεις (admixture model), προκρίνουν 
ως καταλληλότερο για την ανίχνευση περίπλοκων 
πληθυσμιακών δομών το μοντέλο χωρίς προσμίξεις (no-
admixture model). Γι΄ αυτό και σε όλες τις περιπτώσεις 
των αναλύσεων που επιχειρήθηκαν στην παρούσα 
μελέτη, χρησιμοποιήθηκε τελικά μόνο το τελευταίο, που 
έδινε και τα περισσότερο ευκρινή αποτελέσματα. Έτσι, 
για το συγκεκριμένο μοντέλο χωρίς προσμίξεις, η απλή 
καμπύλη πιθανοτήτων του Κ - η οποία προέκυπτε από 
το μέσο όρο των πέντε ανεξάρτητων τεστ για κάθε K - 
δεν παρείχε μια ξεκάθαρη εκτίμηση για τον πραγματικό 
αριθμό των υφιστάμενων υποπληθυσμών. Επιχειρήθηκε 
λοιπόν μια ασφαλέστερη εκτίμηση αυτού του αριθμού 
με την κατασκευή μιας τροποποιημένης καμπύλης. Έτσι, 
στη βάση υπάρχουσας τροποποίησης της καμπύλης 
πιθανοτήτων του K (Evanno et al., 2005) δημιουργήθηκε 
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διαθέσιμη στον ιστοχώρο του NCBI (www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST). Αυτό το λογισμικό παρέχει τη δυνατότητα 
σύγκρισης μιας οποιασδήποτε αλληλουχίας (DNA 
ή αμινοξέων) με τις γονιδιωματικές ή πρωτεϊνικές 
αλληλουχίες που είναι κατατεθειμένες στη βάση 
δεδομένων GenBank. Συγκεκριμένα, οι νουκλεοτιδικές 
αλληλουχίες περιέχονται στη βάση δεδομένων BLASTN 
και οι αμινοξικές αλληλουχίες περιέχονται στη βάση 
δεδομένων BLASTP. Η απάντηση στο αίτημα της 
σύγκρισης δεδομένης αλληλουχίας - που εισάγεται στο 
πρόγραμμα (Query) - με τις αλληλουχίες που περιέχονται 
στη βάση, έχει τη μορφή νουκλεοτιδικών αλληλουχιών 
(BLAST hits) στοιχισμένων με τη δεδομένη αλληλουχία 
εισαγωγής. Επιπρόσθετα, αναφέρεται το ποσοστό 
ταύτισης της αλληλουχίας της βάσης (BLAST hit) με την 
δοσμένη κάθε φορά συγκρινόμενη αλληλουχία (Que-
ry), καθώς και η τιμή Ε η οποία εκφράζει τη στατιστική 
σημαντικότητα της κάθε στοίχισης. 
11) Το Omiga 2.0 (Oxford Molecular Ltd) (Kramer, 2001) 
το οποίο παρέχει το κατάλληλο στατιστικό και γραφικό 
περιβάλλον για την επεξεργασία νουκλεοτιδικών 
αλληλουχιών. Με τη βοήθεια του στατιστικού αυτού 
πακέτου πραγματοποιήθηκαν διάφορες εργασίες στις 
προς επεξεργασία αλληλουχίες DNA, όπως εντοπισμός 
θέσεων αναγνώρισης περιοριστικών ενζύμων, στοίχιση 
αλληλουχιών, σύνθεση αλληλουχιών κ.ά..    
12) Το στατιστικό πακέτο SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chi-
cago, IL.) που διαθέτει ένα εκτεταμένο κατάλογο 
διαφόρων στατιστικών προσεγγίσεων, όπως: 
περιγραφική στατιστική, δοκιμές ελέγχου υποθέσεων, 
ανάλυση διακύμανσης και συνδιακύμανσης, αναλύσεις 
συσχέτισης, αναλύσεις παλινδρόμησης, μη παραμετρικές 
μεθόδους ανάλυσης και μεθόδους ανάλυσης πολλαπλών 
μεταβλητών (SPSS Inc., 2004). Στην παρούσα μελέτη το 
πρόγραμμα SPSS χρησιμοποιήθηκε για τη διενέργεια 
ανάλυσης One-way ANOVA και ανάλυσης MDS (Multi-
Dimensional Scaling) (βλ. Πλαίσιο Πληροφοριών5).
13) Το στατιστικό πακέτο Populus 5.4 (Copyright © 
2007 D. N. Alstad, University of Minnesota) το οποίο 
περιλαμβάνει ένα σύνολο μοντέλων προσομοίωσης 
για την περιγραφή φαινομένων πληθυσμιακής και 
εξελικτικής βιολογίας. Στην παρούσα μελέτη, το 
συγκεκριμένο λογισμικό χρησιμοποιήθηκε για τη 
διενέργεια αναλύσεων με στόχο την αποκάλυψη της 
πιθανής δράσης των συστηματικών δυνάμεων της 
φυσικής επιλογής πάνω στα πολλαπλά αλληλόμορφα 
των πολυμορφικών μικροδορυφορικών δεικτών.     
14) Το στατιστικό πακέτο CoNe 1.01 (Anderson, 
2005) που μπορεί να υπολογίσει το δραστικό μέγεθος 
πληθυσμού (Ne) ανάμεσα σε δύο πληθυσμιακά δείγματα 
7) Το πρόγραμμα GENECLASS 2.0 (Piry et al., 2004). 
Αυτό επιτρέπει το χειρισμό τόσο απλοειδών όσο και 
διπλοειδών δεδομένων, προκειμένου να δώσει τη 
δυνατότητα: α) της ταυτοποίησης ατόμων ή ομάδων 
ατόμων σε σχέση με τους πληθυσμούς αναφοράς και β) 
της εκτίμησης της πιθανότητας τού να ανήκει ένα άτομο 
στον πληθυσμό αναφοράς του. Επιπλέον, το πρόγραμμα 
αυτό δέχεται μήτρες εισαγωγής δεδομένων στην ίδια 
μορφή με αυτές που χρησιμοποιούν τα προγράμματα 
GENEPOP (Raymond and Rousset 1995), GENETIX  4.03 
(Belkhir et al., 2001) και FSTAT (Goudet, 2001).  
Στην παρούσα μελέτη, οι αναλύσεις που διενεργήθηκαν 
με το συγκεκριμένο πρόγραμμα έλαβαν χώρα με τη 
βοήθεια του Μπαγεσιανού στατιστικού μοντέλου που 
χρησιμοποιεί το κριτήριο των Rannala και Mountain 
(1997), με όριο στατιστικής σημαντικότητας 5%.
8) Το στατιστικό πακέτο BOTTLENECK (Cornuet and Lui-
kart, 1997) το οποίο παρέχει τη δυνατότητα ανίχνευσης 
πρόσφατων φαινομένων γενετικής στενωπού. Το 
πρόγραμμα αυτό δέχεται μήτρα εισαγωγής δεδομένων 
της ίδιας μορφής με αυτή που χρησιμοποιεί το 
στατιστικό πακέτο GENEPOP και παρέχει τη δυνατότητα 
τριών διαφορετικών τύπων στατιστικών δοκιμών που 
επονομάζονται: α) «Sign test», β) «Standardized differ-
ences test» και γ) «Wilcoxon sign-rank test». Η πρώτη 
στατιστική δοκιμή είναι γενικά χαμηλής αξιοπιστίας, 
η δεύτερη παρέχει υψηλής στατιστικής αξιοπιστίας 
αποτελέσματα μόνο όταν χρησιμοποιείται σε αναλύσεις 
που περιλαμβάνουν τουλάχιστον 20 δείκτες και η 
τρίτη παρέχει υψηλής αξιοπιστίας αποτελέσματα όταν 
χρησιμοποιείται σε αναλύσεις που περιλαμβάνουν από 
τουλάχιστον 4 έως ιδανικά 10-15 μοριακούς δείκτες. 
Στην παρούσα ανάλυση χρησιμοποιήθηκε η τρίτη 
στατιστική δοκιμή ως η πλέον καταλληλότερη, εφόσον 
αναλύονται 10 μικροδορυφορικοί δείκτες. 
9) Τη δημόσια βάση δεδομένων GenBank από την 
οποία αντλήθηκαν πληροφορίες για συγκεκριμένες 
αλληλουχίες DNA, στις περιπτώσεις που αυτό ήταν 
αναγκαίο. Αυτή η βάση δεδομένων περιλαμβάνει 
κατατεθειμένες αλληλουχίες DNA και πρωτεϊνών και 
παρέχει ελευθερία πρόσβασης στο χρήστη. Η πρόσβαση 
του χρήστη στη βάση δεδομένων γίνεται μέσω του 
συστήματος Entrez του NCBI (National Center of Bio-
technology Information), το οποίο είναι διαθέσιμο 
στον ιστότοπο www.ncbi.nlm.nih.gov. Για την άντληση 
πληροφοριών για μια δεδομένη αλληλουχία απαιτείται 
η χρήση του αντίστοιχου κωδικού πρόσβασης ή η 
εισαγωγή κατάλληλης λέξης-κλειδιού.     
10) Την οικογένεια λογισμικού BLAST (Basic Local Align-
ment Search Tool) (Altschul et al., 1990) η οποία είναι 
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ατόμων των εισβαλλόντων πληθυσμών του δάκου της 
ελιάς στην Καλιφόρνια των Η.Π.Α..      
που απέχουν μεταξύ τους χρονικά. Στην παρούσα 
μελέτη, αυτή η στατιστική εφαρμογή χρησιμοποιήθηκε 
προκειμένου να εκτιμηθεί ο αριθμός των ιδρυτικών 
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εληάς εκτείνονται πλέον και σε άλλες περιοχές πέραν 
της Μεσογείου, όπως η Νότια Αφρική, η Αυστραλία, η 
Κίνα και η Αμερική (ftp://ftp.fao.org/docrep/fao/008/ 
af106e/af106e00.pdf). 
Στην Καλιφόρνια των Η.Π.Α., η εντατική καλλιέργεια 
της εληάς ξεκίνησε στην κεντρική και νότια περιοχή της 
Πολιτείας  προς το τέλος του 19ου αιώνα. Όμως, μόλις 
τον Οκτώβριο του 1998 εντοπίστηκαν για πρώτη φορά 
άτομα του εντόμου κοντά στο Διεθνές Αεροδρόμιο του 
Λος Άντζελες (Rice, 2000). Έκτοτε, και μέσα στα επόμενα 
Α. Ανάλυση της εισβολής του δάκου της 
ελιάς στην Καλιφόρνια, βασισμένη στη 
χρήση μικροδορυφορικών δεικτών
1. Γενικά
Διαχρονικά, η παρουσία του δάκου της ελιάς εντοπιζόταν 
γύρω από την μεσογειακή λεκάνη, η οποία αποτελούσε 
για πάρα πολλά χρόνια τη σημαντικότερη ζώνη 
ελαιοκαλλιέργειας. Εντούτοις, οι ζώνες καλλιέργειας της 
Πίνακας 8. Δείγματα του εντόμου B. oleae  που συλλέχθηκαν από το πεδίο για τους σκοπούς της ανάλυσης.
* Δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν σε πρότερη ανάλυση πληθυσμιακής δομής του δάκου της ελιάς (Augustinos et al., 2005).  
** Δείγματα που αναλύθηκαν στην παρούσα πληθυσμιακή μελέτη.  
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προστέθηκε ένα επιπλέον διαθέσιμο δείγμα από το 
Ισραήλ (βλ. Πίνακα 8 και Εικόνα 34). Τελικά, για την 
εξυπηρέτηση του πειραματικού στόχου αναλύθηκαν 
168 άτομα από περιοχές της Καλιφόρνιας και του 
Ισραήλ για δέκα μικροδορυφορικούς δείκτες. Αυτοί οι 
μικροδορυφορικοί δείκτες αποτελούν ένα υποσύνολο 
των δεικτών που αναπτύχθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν 
στην πληθυσμιακή ανάλυση του Αυγουστίνου και των 
συνεργατών του  (2002, 2005). 
2. Περιοχές δειγματοληψίας
Οι περιοχές δειγματοληψίας, οι κωδικές ονομασίες, οι 
γεωγραφικές συντεταγμένες, η ημερομηνία συλλογής 
και το μέγεθος των δειγμάτων παρατίθενται στον 
Πίνακα 8 και αποτυπώνονται στην Εικόνα 34 (α και β). 
Τα άτομα, τα οποία συλλέχθηκαν από προσβεβλημένους 
ελαιοκάρπους, αποθηκεύθηκαν είτε στους -80 οC είτε 
στους -20 οC μέσα σε αιθανόλη 96%. 
Οι αποστολές όλων των δειγμάτων της Καλιφόρνιας 
πραγματοποιήθηκαν με τη συμβολή των Frank Zalom 
και Hannah Joy Burrack, ενώ η αποστολή του ισραηλινού 
δείγματος πραγματοποιήθηκε με τη συμβολή του David 
Nestel.
πέντε χρόνια ο δάκος εξαπλώθηκε σε όλες τις ζώνες 
ελαιοκαλλιέργειας της Καλιφόρνιας (βλ. Εισαγωγή, § 
3.δ.1., Εικόνα 24) (Zalom et al., 2008).
Τα βιβλιογραφικά δεδομένα υποστηρίζουν την ύπαρξη 
τριών, γενετικά διακριτών, φυσικών πληθυσμών δάκου: 
α) του Πακιστάν, β) της Αφρικής και γ) της Μεσογείου 
(Nardi et al., 2005), με το μεσογειακό πληθυσμό να 
διαφοροποιείται περαιτέρω σε τρεις υποπληθυσμούς: 
αυτόν της ανατολικής Μεσογείου (κυπριακός 
υποπληθυσμός), αυτόν της κεντρικής Μεσογείου 
(ελληνορωμαϊκός υποπληθυσμός)  και αυτόν της δυτικής 
Μεσογείου (ιβηρικός υποπληθυσμός) (Augustinos et al., 
2005). 
Επιπλέον, η μελέτη των Nardi et al. (2005) προσδιορίζει 
τη μεσογειακή λεκάνη ως την περιοχή προέλευσης 
της εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια. 
Για να επιτευχθεί ο ακριβέστερος καθορισμός 
της γεωγραφικής προέλευσης της συγκεκριμένης 
εισβολής, πραγματοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη 
γενετική σύγκριση μιας σειράς δειγμάτων από πέντε 
διαφορετικές περιοχές της Καλιφόρνιας (βλ. Πίνακα 8 
και Εικόνα 34) με μεσογειακής προέλευσης δείγματα 
προηγούμενης πληθυσμιακής ανάλυσης, η οποία 
πραγματοποιήθηκε από τον Αυγουστίνο και τους 
συνεργάτες του (2005). Για τη διεύρυνση μάλιστα 
της βάσης δεδομένων των μεσογειακών δειγμάτων 
Εικόνα 34. Χάρτες γεωγραφικής διασποράς περιοχών δειγματοληψίας. (α) Περιοχές δειγματοληψίας της μεσογειακής λεκάνης: 1, 
Gimmaraes_PO; 2, Lisbon_PO; 3, Murcia_SP; 4, Madrid_SP; 5, Arrhenys_SP; 6, Farfa_IT; 7,Vasto_IT; 8, Alexandroupolis_GR; 9, Lefkada_
GR; 10, Patras_GR; 11, Mani_GR; 12, Ithaca_GR; 13, Kos_GR; 14, Kythira_GR; 15, Maladrino_GR; 16,Crete_GR; 17, Aidin_TU; 18, 
Nicosia_CY; 19, Limassol_CY; 20, Sde Boker_IS. Συντομογραφίες: TU: Τουρκία, IS: Ισραήλ, CY: Κύπρος, GR: Ελλάδα, IT: Ιταλία, SP: 
Ισπανία, PO: Πορτογαλία. (β) Περιοχές δειγματοληψίας της Καλιφόρνιας: 21, Calaveras_CA; 22, Napa_CA; 23, Solano_CA; 24, Yolo 
Davis_CA; 25, San Luis Obispo_CA. Συντομογραφία: CA: Καλιφόρνια.
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δύο δεικτών  - από τους συνολικά δέκα - από την 
ισορροπία κατά HW, των Boms25 και Boms29 (Πίνακας 
10). Αντίθετα με την προηγούμενη παρατήρηση, δεν 
παρατηρήθηκε καμία απόκλιση, κανενός γενετικού 
τόπου όταν πραγματοποιήθηκε έλεγχος ισορροπίας 
κατά HW υπό το καθεστώς της θεώρησης όλων των 
δειγμάτων της Μεσογείου ως ενός μόνο πληθυσμού 
(Augustinos et al., 2005). 
1Σημείωση: Η διόρθωση Bonferroni στηρίζεται στην ιδέα του 
ότι εάν εξετάζεται ένας αριθμός εξαρτημένων ή ανεξάρτητων 
υποθέσεων (n) μέσα από ένα σύνολο δεδομένων, τότε 
ένας τρόπος μείωσης του ποσοστού σφάλματος κατά 
την εξέταση μιας και μόνο υπόθεσης - μέσα από αυτό το 
σύνολο δεδομένων - είναι να ελεγχθεί αυτή η υπόθεση σε 
επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας της τάξης του 1/n. 
Εάν το επιθυμητό επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας 
για το σύνολο των δοκιμών ορίζεται ως α, τότε η διόρθωση 
Bonferroni  αναφέρεται στη διενέργεια ελέγχου κάθε μιας 
μεμονωμένης δοκιμής σε επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας 
της τάξης του α/n. Για παράδειγμα, στην παρούσα περίπτωση 
όπου πραγματοποιήθηκαν συνολικά n = 60 δοκιμές και 
για επιθυμητό επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας για το 
σύνολο των δοκιμών α = 5% = 0,05, η διενέργεια ελέγχου για 
κάθε μία μεμονωμένη δοκιμή θα είναι σε επίπεδο στατιστικής 
σημαντικότητας α/n = 0,05/60 = 0,0008333.
(β). Η ανισορροπία σύνδεσης εξετάστηκε με τη χρήση 
του στατιστικού πακέτου GENEPOP για όλα τα ζεύγη 
μικροδορυφορικών δεικτών και για κάθε ένα δείγμα 
χωριστά, αλλά και για το σύνολο των δειγμάτων. 
Η διενέργεια πολλαπλών δοκιμών στο συνολικό 
πληθυσμό, σύμφωνα με τη μέθοδο Fisher, δεν εμφάνισε 
ανισορροπία σύνδεσης μεταξύ των μικροδορυφορικών 
δεικτών.
3. Ισορροπία κατά Hardy-Weinberg (HW) (α) και 
ανισορροπία σύνδεσης (β)
(α). Η ισορροπία κατά Hardy-Weinberg (HW) ελέγχθηκε 
στα δείγματα της Καλιφόρνιας και του Ισραήλ, 
σύμφωνα με το κριτήριο G2 και σε επίπεδο στατιστικής 
σημαντικότητας 5%. Συνολικά, πραγματοποιήθηκαν 
60 δοκιμές (τα 6 αναλυθέντα δείγματα της παρούσας 
μελέτης για 10 μικροδορυφορικούς δείκτες). Δεν 
παρατηρήθηκε απόκλιση από την ισορροπία κατά 
HW σε επτά από τους δέκα γενετικούς τόπους 
(Boms2, Boms10, Boms21, Boms22, Boms29, Boms30 και 
Boms61), ενώ αντίθετα παρατηρήθηκε απόκλιση στους 
υπόλοιπους τρεις (Boms18, Boms25 και Boms31). Πιο 
συγκεκριμένα, τα δείγματα που εμφάνισαν αποκλίσεις 
από την ισορροπία κατά HW σε κάθε έναν από αυτούς 
τους τρεις δείκτες ήταν τα εξής: α) στο δείκτη Boms18 
εμφάνισαν απόκλιση από την ισορροπία κατά HW δύο 
δείγματα από την Καλιφόρνια, αυτό της Napa και αυτό 
του San Luis Obispo, β) στο δείκτη Boms25 εμφάνισε 
απόκλιση από την ισορροπία κατά HW ένα δείγμα 
από την Καλιφόρνια, αυτό του Solano και γ) στο δείκτη 
Boms31 εμφάνισε απόκλιση από την ισορροπία κατά 
HW ένα δείγμα από την Καλιφόρνια, αυτό της Napa. Τα 
ευρήματα αυτά συνοψίζονται στον Πίνακα 9. Αξίζει να 
σημειωθεί ότι ύστερα από τη διενέργεια της διόρθωσης 
Bonferroni1 (Rice, 1989), καμία από τις 60 συνολικά 
δοκιμές δεν παρουσίασε απόκλιση από την ισορροπία 
κατά HW.
Ενδιαφέρον παρουσίασε ο έλεγχος ισορροπίας κατά 
HW των δειγμάτων της Καλιφόρνιας - σύμφωνα με το 
κριτήριο G2 και σε επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας 
5% - υπό το καθεστώς της θεώρησή τους ως ενός μόνο 
πληθυσμού. Ο έλεγχος αυτός έδειξε την απόκλιση 
Πίνακας 9. Αποκλίσεις από την ισορροπία κατά HW ανά δείγμα και ανά μικροδορυφορικό δείκτη. 
Συμβολισμοί:  
√  Εντός ισορροπίας κατά HW βάσει του κριτηρίου G2 και σε επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας 5%.
-   Έκτός ισορροπίας κατά HW βάσει του κριτηρίου G2 και σε επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας 5%.
        *   Μονομορφικός γενετικός τόπος.
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Πίνακας 10. Αποκλίσεις από την ισορροπία κατά HW των δειγμάτων της Καλιφόρνιας ανά γενετικό δείκτη, υπό το καθεστώς της 
θεώρησής τους ως ενός ομοιογενούς πληθυσμού. 
Συμβολισμοί:  
√  Εντός ισορροπίας κατά HW βάσει του κριτηρίου G2 και σε επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας 5%
-   Έκτός ισορροπίας κατά HW βάσει του κριτηρίου G2 και σε επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας 5%
Πίνακας 11. Εκτιμούμενη γενετική ποικιλομορφία των δειγμάτων του B. oleae που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη. 
Οι μέσες τιμές των περιφερειακών ομάδων αποτυπώνονται με έντονους γραφικούς χαρακτήρες. Συντομογραφίες: N: μέγεθος 
δείγματος, na: πραγματικός αριθμός αλληλομόρφων, ne: δραστικός αριθμός αλληλομόρφων, AR: δείκτης αλληλομορφικής αφθονίας, 
Ho: παρατηρούμενη ετεροζυγωτία, He: αναμενόμενη ετεροζυγωτία.
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των περιοχών Solano και San Luis Obispo (Sol_CA/
SLO_CA), όπως φαίνεται στον Πίνακα 12. Αντιθέτως, 
διαπιστώθηκε ότι όλες οι τιμές FST  μεταξύ των δειγμάτων 
της Καλιφόρνιας και αυτών της Μεσογείου είναι 
στατιστικά σημαντικές, σε διαφορετικά όμως επίπεδα 
στατιστικής σημαντικότητας, με μοναδική εξαίρεση 
τα ζεύγη μεταξύ των δειγμάτων της Καλιφόρνιας και 
εκείνου από το Αϊδίνιο της Τουρκίας (Aid_TU). Συνεπώς, 
φαίνεται ότι αφενός δεν παρατηρείται ιδιαίτερη 
ομαδοποίηση εντός των δειγμάτων της Καλιφόρνιας και 
αφετέρου ότι τα τελευταία διαφοροποιούνται γενετικά 
από το σύνολο των δειγμάτων της Μεσογείου. Όσον 
αφορά τις γενετικές αποστάσεις μεταξύ των δειγμάτων 
της Καλιφόρνιας, αυτές μετρήθηκαν σύμφωνα με 
τη μέθοδο του Nei (1972) και όπως διαπιστώνεται 
ποικίλουν μεταξύ των τιμών 0,0095 (Nap_CA/Yol_CA) 
και 0,0403 (SLO_CA/Sol_CA· βλ. Πίνακα 12). 
 Περαιτέρω ανάλυση της πληθυσμιακής δομής εντός 
των δειγμάτων της Καλιφόρνιας επιχειρήθηκε με 
την κατασκευή μήτρας αποστάσεων PhiPT, η οποία 
χρησιμοποιήθηκε για την διενέργεια Ανάλυσης Κυρίων 
Συνιστωσών (PCA; Principal Component Analysis). 
Σε συμφωνία με τα προηγούμενα ευρήματα, δεν 
παρατηρήθηκε ιδιαίτερη ομαδοποίηση εντός των 
δειγμάτων της Καλιφόρνιας, όπως φαίνεται και στην 
Εικόνα 35.
 6. Γενετική δομή του συνόλου των πληθυσμών 
Η ανάλυση της στατιστικής σημαντικότητας των τιμών 
FST μεταξύ του συνόλου των δειγμάτων έδειξε την πιθανή 
ομαδοποίησή τους σε τέσσερις υποπληθυσμούς (βλ. 
Πίνακα 12). Πιο συγκεκριμένα, τα δείγματα της δυτικής 
Μεσογείου είναι σαφώς διαφοροποιημένα από όλα τα 
υπόλοιπα δείγματα. Αντιστοίχως, και τα δείγματα της 
Καλιφόρνιας συγκροτούν ένα ξεχωριστό υποπληθυσμό, 
4. Γενετική ποικιλομορφία στην Καλιφόρνια και 
στο Ισραήλ
Οι δείκτες που χρησιμοποιήθηκαν προκειμένου να 
προσδιορισθεί η γενετική ποικιλομορφία των δειγμάτων 
της Καλιφόρνιας και του Ισραήλ είναι οι μέσες τιμές 
του πραγματικού (na) και του δραστικού (ne) αριθμού 
αλληλομόρφων,   του   δείκτη    αλληλομορφικής 
αφθονίας   (AR: Allelic Richness), της παρατηρούμενης 
(Ho) και της αναμενόμενης (He) ετεροζυγωτίας (Πίνακας 
11).  
Σε προηγούμενη πληθυσμιακή μελέτη φυσικών 
πληθυσμών δάκου, μεσογειακής προέλευσης, είχε 
αναφερθεί μια προς δυσμάς μείωση των επιπέδων του 
πολυμορφισμού (στις μέσες τιμές He) (Augustinos et al., 
2005). Η προσθήκη στην παρούσα πληθυσμιακή μελέτη 
του νέου - ανατολικής γεωγραφικής προέλευσης - 
μεσογειακού δείγματος από το Ισραήλ δεν φαίνεται 
να διαφοροποιεί αυτή τη γενική τάση, δηλαδή την 
προς δυσμάς παρατηρούμενη μείωση των μέσων 
τιμών He. Κι αυτό διότι η μέση τιμή της αναμενόμενης 
ετροζυγωτίας του ισραηλινού δείγματος (He = 0,59) 
είναι μεγαλύτερη από τα επίπεδα της μέσης τιμής He 
τόσο του υποπληθυσμού της κεντρικής (He = 0,57) όσο 
και της δυτικής Μεσογείου (He = 0,49). Όσον αφορά τις 
μέσες τιμές ne, Ho και He των δειγμάτων της Καλιφόρνιας, 
αυτές βρίσκονται ενδιαμέσως των μέσων τιμών 
που καταγράφονται για τους αντίστοιχους δείκτες 
πολυμορφισμού στους υποπληθυσμούς της κεντρικής 
και της δυτικής Μεσογείου (βλ. Πίνακα 11). 
Κατά την ανάλυση των δειγμάτων της παρούσας 
μελέτης προέκυψε η εμφάνιση ενός νέου αλληλομόρφου 
στην Καλιφόρνια, σε πολύ χαμηλή όμως συχνότητα. 
Επιπλέον, τρία αλληλόμορφα, από το σύνολο των 
αλληλομόρφων που ανιχνεύθηκαν στους πληθυσμούς 
της Καλιφόρνιας, δεν εμφανίζονται στα δείγματα της 
Ιβηρικής Χερσονήσου. Δεδομένου του μεγάλου αριθμού 
των ατόμων που συλλέχθηκαν και αναλύθηκαν από την 
Ισπανία και την Πορτογαλία (συνολικά 168) (Augustinos 
et al., 2005), η πιθανότητα της μη ανίχνευσης αυτών 
των τριών αλληλομόρφων στο ιβηρικό πληθυσμιακό 
δείγμα είναι χαμηλή.
5. Πληθυσμιακή δομή στην Καλιφόρνια
Ο υπολογισμός των τιμών FST μεταξύ των δειγμάτων 
της Καλιφόρνιας και ο έλεγχος της στατιστικής τους 
σημαντικότητας έδειξε ότι στο σύνολό τους αυτές οι 
τιμές είναι μη στατιστικά σημαντικές, με μοναδική 
εξαίρεση την τιμή FST του ζεύγους των δειγμάτων 
Εικόνα 35. Principal Component Analysis (PCA) που 
διενεργήθηκε με τη βοήθεια του στατιστικού πακέτου 
GENEALEX και τη χρήση μήτρας αποστάσεων PhiPT. Οι δύο 
πρώτοι άξονες ερμηνεύουν το 84,56% της συνολικής μοριακής 
ποικιλότητας.
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αποστάσεις μεταξύ των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκαν 
επίσης για την κατασκευή δενδρογράμματος με τη 
μέθοδο UPGMA (Εικόνα 36). Η τοπολογία αυτού του 
δενδρογράμματος επιβεβαιώνεται στους δύο βασικούς 
κόμβους με σχετικά υψηλές τιμές bootstrap (100% και 
72% αντίστοιχα). Τόσο οι μείζονες ομαδοποιήσεις όσο 
και αυτές που λαμβάνουν χώρα εσωτερικά αυτών είναι 
ταυτόσημες με αυτές της ανάλυσης του Αυγουστίνου 
και των συνεργατών του (2005), μολονότι στην 
παρούσα ανάλυση χρησιμοποιήθηκε ένα υποσύνολο 
των μικροδορυφορικών δεικτών (δέκα) σε σχέση με 
τους δώδεκα που χρησιμοποιήθηκαν για τη διενέργεια 
της προαναφερθείσας μελέτης των (Augustinos et al., 
2005). Στο δενδρόγραμμα αποτυπώνονται οι τρεις 
από πριν περιγραφέντες υποπληθυσμοί της δυτικής 
Μεσογείου (Ισπανία και Πορτογαλία), της κεντρικής 
Μεσογείου (Ελλάδα, Ιταλία και Τουρκία) και της 
ανατολικής Μεσογείου (Κύπρος). Το ενδιαφέρον σημείο 
της ανάλυσης αυτής είναι ότι τα δείγματα από το Ισραήλ 
και την Καλιφόρνια εντάσσονται στον υποπληθυσμό 
της ανατολικής Μεσογείου. Αυτά τα ευρήματα φαίνεται 
να συνδέουν την ανατολική πλευρά της Μεσογειακής 
λεκάνης με το συμβάν της βιολογικής εισβολής του 
δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια (βλ. Εικόνα 36). 
Η εφαρμογή του  προγράμματος  STRUCTURE  απαιτεί 
τον καθορισμό ενός πιθανού αριθμού υποπληθυσμών 
(Κ),   προκειμένου   ακολούθως   να   προσδιορίσει   την 
αφού διαπιστώνεται και η δική τους διαφοροποίηση 
έναντι των άλλων δειγμάτων. Έναν επιπλέον 
υποπληθυσμό φαίνεται να αποτελούν τα δείγματα 
της κεντρικής Μεσογείου, ενώ και τα δείγματα της 
Κύπρου και του Ισραήλ φαίνεται να διαφοροποιούνται 
περαιτέρω σχηματίζοντας τον υποπληθυσμό της 
ανατολικής Μεσογείου. Αναφορικά με το δείγμα του 
Αϊδινίου της Τουρκίας (Aid_TU), το γεγονός της μη 
στατιστικά σημαντικής διαφοροποίησής του από το 
σύνολο σχεδόν των υπολοίπων δειγμάτων οφείλεται 
πιθανότατα στο μικρό συνολικό του μέγεθος ( 9 άτομα). 
Οι γενετικές αποστάσεις μεταξύ των δειγμάτων της 
Καλιφόρνιας και όλων των υπολοίπων ποικίλουν από 
0,0360 [μεταξύ του δείγματος της Καλιφόρνιας από την 
περιοχή του Calaveras και του δείγματος της κεντρικής 
Μεσογείου από την περιοχή της Αλεξανδρούπολης 
στην Ελλάδα (Cal_CA/Ale_GR· βλ. Πίνακα 12)]  έως 
0,1979 [μεταξύ του δείγματος της Καλιφόρνιας από 
την περιοχή του San Luis Obispo και του δείγματος 
της δυτικής Μεσογείου από την περιοχή της Μαδρίτης 
στην Ισπανία (SLO_CA/Mad_SP· βλ Πίνακα 12)]. 
Το δείγμα του Ισραήλ (Sde_IS) εμφανίζει ελάχιστη 
γενετική απόσταση, της τάξης του 0,0496, με το 
κυπριακής προέλευσης δείγμα της Λεμεσού (Lim_CY· 
βλ. Πίνακα 12) και μέγιστη γενετική απόσταση, της 
τάξης του 0,1459, με το ισπανικής προέλευσης δείγμα 
της Μαδρίτης (Mad_SP· βλ. Πίνακα 12). Οι γενετικές 
Εικόνα 36. Αποτύπωση φυλογεωγραφικών σχέσεων μεταξύ του συνόλου των δειγμάτων σε δενδρόγραμμα κατασκευασμένο με τη 
μέθοδο UPGMA - ύστερα από 100 διαδοχικές δειγματοληψίες - βάσει της εκτίμησης των γενετικών αποστάσεων με τη μέθοδο του 
Nei (1972).     
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κεντρικής Μεσογείου (Ελλάδα, Ιταλία και Τουρκία), 
η τρίτη από τα δείγματα της ανατολικής Μεσογείου 
(Κύπρος και Ισραήλ) και η τέταρτη από τα δείγματα της 
Καλιφόρνιας. Ωστόσο, τα δείγματα της Καλιφόρνιας 
εμφανίζονται γενετικά συγγενέστερα με τα δείγματα της 
ανατολικής Μεσογείου και περισσότερο απομακρυσμένα 
γενετικά από αυτά της δυτικής Μεσογείου (Εικόνα 39).
πιθανότητα καθενός εξεταζόμενου δείγματος να ανήκει 
σε έναν από τους ορισθέντες υποπληθυσμούς. Όπως 
φαίνεται στην Εικόνα 37 [α], ο απλός υπολογισμός της 
καμπύλης πιθανοτήτων του Κ (βλ. Υλικά και μέθοδοι, § 
8, [5: Στατιστικό πακέτο STRUCTURE]) δεν ξεκαθαρίζει την 
πιθανή τιμή του. Κι αυτό διότι η καμπύλη πιθανοτήτων 
του Κ συνεχίζει την αυξητική της τάση και πάνω από 
την τιμή Κ=3, που είναι πιθανότατα ο πραγματικός 
αριθμός υφιστάμενων υποπληθυσμών, σύμφωνα 
πάντα και με την τοπολογία του δενδρογράμματος που 
κατασκευάσθηκε με τη μέθοδο UPGMA (βλ. Εικόνα 36). 
Έτσι, για την εξαγωγή ασφαλέστερων συμπερασμάτων 
οι Evanno et al. (2005) πρότειναν τον υπολογισμό μιας 
αυθαίρετης ποσότητας ΔΚ. Ως τροποποίηση αυτής 
της προσέγγισης επιχειρήθηκε η δημιουργία μιας νέας 
καμπύλης πιθανοτήτων του Κ (βλ. Υλικά και μέθοδοι, 
§ 8, [5: Στατιστικό πακέτο STRUCTURE]),  που προκύπτει 
από τη διαίρεση της μέσης τιμής των πιθανοτήτων 
πέντε ανεξάρτητων δοκιμών - που διενεργούνται για 
τον συγκεκριμένο αριθμό Κ που ορίζεται κάθε φορά - με 
την τυπική απόκλιση των δοκιμών αυτών. Βάσει λοιπόν 
αυτής της τροποποιημένης καμπύλης (Εικόνα 37 [β]) 
φαίνεται πως τρεις είναι οι πιθανοί υποπληθυσμοί. 
Ο διακριτός (τριπλός) χρωματικός κώδικας (αφού Κ=3) 
του προγράμματος STRUCTURE, όπως φαίνεται και 
στην Εικόνα 38, διαφοροποιεί ουσιωδώς τα δείγματα 
της δυτικής Μεσογείου (1-5) από αυτά της ανατολικής 
Μεσογείου (18-20), ενώ τα δείγματα της κεντρικής 
Μεσογείου (6-17) αποτελούν μια ενδιάμεση ζώνη 
αφού φαίνεται ότι η φυλογεωγραφική τους προέλευση 
είναι σε εκτεταμένο βαθμό διαμοιρασμένη μεταξύ των 
υποπληθυσμών της δυτικής και ανατολικής Μεσογείου. 
Εντούτοις, τα δείγματα της Καλιφόρνιας (21-25) έχουν 
παρόμοιο προφίλ με τα δείγματα της ανατολικής 
Μεσογείου. Στον Πίνακα 13 παρατίθενται οι μέσες τιμές 
των πιθανοτήτων γενετικής συγγένειας του καθενός 
από τα εικοσιπέντε δείγματα, με καθέναν από  τους 
τρεις - υποθετικά ορισθέντες - υποπληθυσμούς. Είναι 
προφανές ότι κάθε δείγμα κατανέμεται και στους 
τρεις υποπληθυσμούς, πιθανά λόγω της εκτεταμένης 
γονιδιακής ροής μεταξύ των πληθυσμών του δάκου της 
ελιάς στη μεσογειακή λεκάνη.
Περαιτέρω ανάλυση της πληθυσμιακής δομής του 
δάκου της ελιάς πραγματοποιήθηκε με τη διενέργεια 
PCA, μέσω του στατιστικού πακέτου GENALEX. Αρχικά, 
δημιουργήθηκε PhiPT μήτρα αποστάσεων, βάσει της 
οποίας πραγματοποιήθηκε PCA. Η ανάλυση αυτή 
προτείνει την ύπαρξη τεσσάρων ομάδων: η πρώτη 
συγκροτείται από τα δείγματα της δυτικής Μεσογείου 
(Ιβηρική Χερσόνησος), η δεύτερη από τα δείγματα της 
Πίνακας 13. Μέσες τιμές των πιθανοτήτων γενετικής 
συγγένειας του κάθε δείγματος, με καθέναν από  τους τρεις 
υποθετικά ορισθέντες υποπληθυσμούς, που λαμβάνονται από 
μία ανεξάρτητη δοκιμή του στατιστικού πακέτου STRUCTURE. 
Οι τιμές με έντονη γραφή αναφέρονται στις υψηλότερες 
πιθανότητες γενετικής συγγένειας που παρουσιάζει κάθε 
δείγμα, με έναν κάθε φορά από τους τρεις ορισθέντες 
υποπληθυσμούς.  
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Εικόνα 38. Ανάλυση STRUCTURE: Εκτιμούμενη πληθυσμιακή δομή του συνόλου των δειγμάτων βασισμένη στις συχνότητες 
αλληλομόρφων. Κάθε άτομο, κάθε δείγματος, αναπαριστάνεται με έναν μοναδικό ιστό, ο οποίος περιλαμβάνει σε διαφορετική 
αναλογία τρεις διαφορετικούς χρωματισμούς, όσοι δηλαδή και οι ορισθέντες υποπληθυσμοί (Κ=3). Προέλευση πληθυσμών: 1, Gim_
PO; 2, Lis_PO; 3, Mur_SP; 4, Mad_SP; 5, Arr_SP; 6, Far_IT; 7, Vas_IT; 8, Ale_GR; 9, Lef_GR; 10, Pat_GR; 11, Mal_GR; 12, Man_GR; 13, 
Ith_GR; 14, Kos_GR; 15, Kyt_GR; 16, Cre_GR; 17, Aid_TU; 18, Lim_CY; 19, Nic_CY; 20, Sde_IS; 21, Cal_CA; 22, Nap_CA; 23, Sol_CA; 
24, Yol_CA; 25, SLO_CA. Συντομογραφίες:  CA: Καλιφόρνια, CY: Κύπρος, GR: Ελλάδα, IS: Ισραήλ, IT: Ιταλία, PO: Πορτογαλία, SP: 
Ισπανία, TU: Τουρκία. 
Εικόνα 37. Ανάλυση STRUCTURE: μέση τιμή της πιθανότητας του αριθμού υποπληθυσμών (Κ) για το σύνολο των δειγμάτων, βάσει 
υποθετικού αριθμού υποπληθυσμών μεταξύ Κ=1 και Κ=10, με τη χρήση του μοντέλου χωρίς προσμίξεις (no-admixture model). Κάθε 
τιμή πιθανότητας του Κ αντικατοπτρίζει το μέσο όρο πέντε ανεξάρτητων δοκιμών. (α) Εκτίμηση του αριθμού υποπληθυσμών βάσει 
της καμπύλης πιθανοτήτων του Κ. (β) Ασφαλέστερη εκτίμηση του αριθμού υποπληθυσμών βάσει της καμπύλης πιθανοτήτων του 
Κ,  η οποία προκύπτει από τη διαίρεση της μέσης τιμής πιθανοτήτων πέντε ανεξάρτητων δοκιμών - για το συγκεκριμένο κάθε φορά 
αριθμό Κ  - με την τυπική απόκλιση των δοκιμών αυτών. 
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και της Καλιφόρνιας και κανένα τον κυπριακό 
υποπληθυσμό (Πίνακας 14). Επιπλέον, τα άτομα της 
κεντρικής Μεσογείου παρουσίασαν το χαμηλότερο 
ποσοστό ταύτισής τους με τον αντίστοιχο υποπληθυσμό 
προέλευσής τους (60,2%· βλ. Πίνακα 14), γεγονός 
που υποδεικνύει μια μεγάλης έκτασης γονιδιακή ροή 
μεταξύ των φυσικών πληθυσμών γύρω από το κέντρο 
της μεσογειακής λεκάνης, όπου Ελλάδα και Ιταλία 
αποτέλεσαν για χιλιάδες χρόνια κέντρα εμπορίου των 
προϊόντων της εληάς. Επίσης, τα άτομα του κυπριακού 
και του ισραηλινού υποπληθυσμού ταυτοποιήθηκαν 
ορθά στους υποπληθυσμούς προέλευσής τους σε 
ποσοστά 72,2% και 94,4% αντίστοιχα (βλ. Πίνακα 
14). Τέλος, 125 άτομα από την Καλιφόρνια - από 
τα 150 συνολικά - ταυτοποιήθηκαν γενετικά με τον 
υποπληθυσμό της Καλιφόρνιας (ποσοστό 83,3%) 
(βλ. Πίνακα 14). Φαίνεται λοιπόν πως τα άτομα της 
Καλιφόρνιας σχηματίζουν έναν διακριτό υποπληθυσμό 
ο οποίος διαφοροποιείται από τους προγονικούς 
υποπληθυσμούς της Μεσογειακής λεκάνης. Για να 
καθοριστεί η πιθανή γεωγραφική προέλευση της 
εισβολής, έγινε προσπάθεια ταυτοποίησης των 
7. Γονιδιακή ροή
Αρχικά, το στατιστικό πακέτο GENECLASS 
χρησιμοποιήθηκε για την ταυτοποίηση της καταγωγής 
των ατόμων, σε σχέση με το δείγμα από το οποίο αυτά 
προέρχονται. Έτσι, από την ανάλυση αυτή φάνηκε πως 
το 44,4% των ατόμων (373 άτομα από τα συνολικά 
839) εμφανίζονται να ταυτοποιούνται στο αντίστοιχο 
δείγμα προέλευσής τους. Έπειτα, έγινε προσπάθεια 
ταυτοποίησης της καταγωγής όλων των ατόμων σε 
σχέση με πέντε διαφορετικούς υποπληθυσμούς (της 
δυτικής Μεσογείου, της κεντρικής Μεσογείου, της 
Κύπρου, του Ισραήλ και της Καλιφόρνιας). Από τη 
συγκεκριμένη αναλυτική διαδικασία προέκυψε ότι 651 - 
από τα συνολικά 839 άτομα -  ταυτοποιήθηκαν σύμφωνα 
με τον υποπληθυσμό προέλευσής τους, γεγονός που 
αντιστοιχεί σε ποσοστό 77,5%. Συγκεκριμένα, βάσει του 
προαναφερθέντος διαχωρισμού τα άτομα της δυτικής 
Μεσογείου ταυτοποιήθηκαν ορθά σε ποσοστό 82,1%. 
Εντούτοις, το 12,5% των ατόμων αναγνωρίστηκαν ως 
έχοντα καταγωγή τον υποπληθυσμό της κεντρικής 
Μεσογείου, πολύ λίγα τον υποπληθυσμό του Ισραήλ 
Εικόνα 39. Principal Component Analysis (PCA) που διενεργήθηκε με τη βοήθεια του στατιστικού πακέτου GENALEX, βασισμένη στη 
χρήση μήτρας αποστάσεων PhiPT. Οι δύο πρώτοι άξονες ερμηνεύουν το 71,58% της συνολικής μοριακής ποικιλότητας. Σημείωση: 
στις κωδικές ονομασίες των δειγμάτων της Καλιφόρνιας αναφέρεται – εντός της παρένθεσης – το έτος συλλογής τους. 
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εισβολής. Από τη συγκεκριμένη αναλυτική διαδικασία 
προέκυψε ότι το σύνολο των δειγμάτων της Καλιφόρνιας 
ταυτίζεται, με μεγάλα ποσοστά, με τον υποπληθυσμό 
της ανατολικής Μεσογείου. Συγκεκριμένα, τα δείγματα 
από τις περιοχές Calaveras (Cal_CA) και Napa (Nap_
CA) αναγνωρίστηκαν ως κυπριακά, και τα υπόλοιπα 
δειγμάτων της Καλιφόρνιας με καθέναν από τους τρεις 
περιγραφέντες υποπληθυσμούς της Μεσογείου (της 
δυτικής, της κεντρικής και της ανατολικής Μεσογείου, 
με περαιτέρω διαχωρισμό του τελευταίου σε κυπριακό 
και ισραηλινό), ώστε να προσδιοριστεί κατά το δυνατόν 
ακριβέστερα η περιοχή που συνδέεται με το γεγονός της 
Πίνακας 14. Ταυτοποίηση του συνόλου των δειγμάτων με καθέναν από τους πέντε υποπληθυσμούς που ορίστηκαν. Με έντονη 
γραφή υποδηλώνονται τα προκύπτοντα ποσοστά ταυτοποίησης των δειγμάτων με τους αντίστοιχους υποπληθυσμούς προέλευσής 
τους.
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Στην παρούσα μελέτη θεωρήθηκε σκόπιμη η 
προσπάθεια διερεύνησης τυχόν φαινομένων γενετικής 
στενωπού στον υποπληθυσμό της Καλιφόρνιας. 
Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε το στατιστικό 
πακέτο BOTTLENECK (Cornuet and Luikart, 1997), 
το οποίο παρέχει τη δυνατότητα εκτίμησης του εάν η 
αναλογία των δεικτών που παρουσιάζουν περίσσεια 
ετεροζυγωτίας είναι στατιστικώς σημαντικά μεγαλύτερη 
από την αναμενόμενη σε κατάσταση ισορροπίας. 
Τα αποτελέσματα αυτής της ανάλυσης έδειξαν ότι ο 
υποπληθυσμός της Καλιφόρνιας δεν έχει αντιμετωπίσει 
φαινόμενα γενετικής στενωπού.
Σημείωση: Η συγκεκριμένη ανάλυση βασίσθηκε σε 1.000 
επαναλήψεις. Έγινε χρήση του μοντέλου μεταλλάξεων I.A.M. 
(Infinite Allele Model) και της στατιστικής δοκιμής «Wilcoxon 
sign rank test», η οποία και εκπληρώνει με πιο αξιόπιστο τρόπο 
αναλύσεις που βασίζονται στη χρήση 10 έως 15 γενετικών 
δεικτών (όπως η παρούσα).       
τρία - από τις περιοχές Solano (SoL_CA), Yolo (Yol_CA) 
και San Luis Obispo (SLO_CA) - αναγνωρίστηκαν ως 
ισραηλινά (Πίνακας 15). Συνεπώς, τα ευρήματα και 
αυτής της τελευταίας ανάλυσης συμφωνούν με την 
γενική υπόθεση ότι η πιθανή περιοχή προέλευσης της 
εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια είναι η 
ανατολική Μεσόγειος.  
8. Ανάλυση φαινομένων γενετικής στενωπού
Όταν ένας πληθυσμός αντιμετωπίζει μια μείωση του 
δραστικού του μεγέθους, κατά κανόνα αναπτύσσει μια 
περίσσεια ετεροζυγωτίας σε επιλεκτικά ουδέτερους 
δείκτες, όπως είναι οι μικροδορυφόροι. Η περίσσεια 
ετεροζυγωτίας συνεχίζει να ανιχνεύεται μόνο για ένα 
συγκεκριμένο αριθμό γενεών και μέχρι την εγκαθίδρυση 
μιας νέας κατάστασης ισορροπίας στον πληθυσμό 
(Cornuet and Luikart, 1997).
Πίνακας 15. Ταυτοποίηση των δειγμάτων της Καλιφόρνιας με καθέναν από τους τρεις περιγραφέντες υποπληθυσμούς της 
Μεσογείου (της δυτικής, της κεντρικής και της ανατολικής Μεσογείου, με περαιτέρω διαχωρισμό του τελευταίου σε κυπριακό και 
ισραηλινό).   
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ζωνών ελαιοκαλλιέργειας στην Καλιφόρνια μπορεί να 
δώσει απάντηση σε τέτοιου είδους ερωτήματα. Για τους 
σκοπούς της ανάλυσης χρησιμοποιήθηκαν και στην 
παρούσα περίπτωση οι ίδιοι δέκα μικροδορυφορικοί 
γενετικοί δείκτες που περιγράφονται σε προηγούμενο 
σημείο της μελέτης (βλ. Υλικά και Μέθοδοι, § 6.1., 
Πίνακα 5).   
2. Περιοχές δειγματοληψίας
Οι περιοχές δειγματοληψίας, οι κωδικές ονομασίες, οι 
γεωγραφικές συντεταγμένες, το έτος συλλογής και το 
μέγεθος των δειγμάτων παρατίθενται στον Πίνακα 16 
και αποτυπώνονται  στην Εικόνα 40. 
Οι αποστολές και των διαχρονικών δειγμάτων της 
Καλιφόρνιας πραγματοποιήθηκαν με τη συμβολή των 
Frank Zalom και Hannah Joy Burrack.
Β. Διερεύνηση της πιθανότητας 
πολλαπλών εισβολών του δάκου της 
ελιάς στην Καλιφόρνια, βασισμένη στη 
χρήση μικροδορυφορικών δεικτών
1. Γενικά
Το πρόγραμμα παρακολούθησης του πληθυσμού 
του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια υποδεικνύει 
μια γρήγορη και ουσιαστικά πλήρη αποίκιση του 
εντόμου σε όλες τις περιοχές ελαιοκαλλιέργειας. 
Μέχρι τώρα παραμένει άγνωστο εάν ο δάκος εισέβαλε 
στην Καλιφόρνια μία και μόνη φορά (πρώτη φορά 
ανιχνεύθηκε το έτος 1998) ή πολλαπλώς, δηλαδή πριν 
ή/και μετά από τη χρονική στιγμή που έγινε αντιληπτή 
η παρουσία του στην Πολιτεία. Η ανάλυση διαχρονικών 
δειγμάτων ευρείας γεωγραφικής κατανομής μεταξύ των 
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0,0005556; βλ. κεφάλαιο Α, § 3), από τις 90 συνολικά 
δοκιμές, τρεις που αφορούν το διαχρονικό δείγμα της 
περιοχής του San Diego συνέχισαν να παρουσιάζουν 
απόκλιση από την ισορροπία κατά HW. Αναλυτικότερα, 
στο γενετικό τόπο Boms25 συνεχίζουν να αποκλίνουν 
από την ισορροπία κατά HW δύο από τα διαχρονικά 
δείγματα του San Diego (με έτη συλλογής το 2002 και 
το 2005) και στο γενετικό τόπο Boms61 συνεχίζει να 
αποκλίνει από την ισορροπία κατά HW το δείγμα του 
San Diego  με έτος συλλογής το 2009. 
(β). Η ανισορροπία σύνδεσης εξετάστηκε με τη χρήση 
του στατιστικού πακέτου GENEPOP, για όλα τα ζεύγη 
δεικτών και για κάθε ένα δείγμα χωριστά, αλλά και για 
το σύνολο των δειγμάτων. Και σε αυτή την περίπτωση 
η διενέργεια πολλαπλών δοκιμών στο συνολικό 
πληθυσμό, σύμφωνα με τη μέθοδο Fisher, δεν εμφάνισε 
ανισορροπία σύνδεσης μεταξύ των γενετικών δεικτών.
3. Ισορροπία κατά Hardy-Weinberg (HW) (α) και 
ανισορροπία σύνδεσης (β)
(α). Η ισορροπία κατά Hardy-Weinberg (HW) ελέγχθηκε 
στα διαχρονικά δείγματα της Καλιφόρνιας σύμφωνα με 
το κριτήριο G2, σε επίπεδο στατιστικής σημαντικότητας 
5%. Συνολικά, πραγματοποιήθηκαν 90 δοκιμές (9 
επιπλέον διαχρονικά δείγματα της Καλιφόρνιας για 
10 μικροδορυφορικούς δείκτες). Δεν παρατηρήθηκε 
απόκλιση από την ισορροπία κατά HW σε πέντε από 
τους δέκα δείκτες (Boms10, Boms21, Boms22, Boms29, 
Boms31), ενώ αντίθετα παρατηρήθηκε απόκλιση στους 
υπόλοιπους πέντε (Boms2, Boms18, Boms25, Boms30 και 
Boms61). Πιο συγκεκριμένα, τα δείγματα που εμφάνισαν 
αποκλίσεις από την ισορροπία κατά HW σε κάθε έναν 
από αυτούς τους πέντε γενετικούς δείκτες ήταν τα εξής: 
α) στο γενετικό τόπο Boms2 εμφάνισε απόκλιση από 
την ισορροπία κατά HW το δείγμα από την περιοχή του 
Fresno (2001), β) στο γενετικό τόπο Boms18 εμφάνισε 
απόκλιση από την ισορροπία κατά HW το δείγμα από 
την περιοχή του San Diego (2002), γ) στο γενετικό τόπο 
Boms25 εμφάνισαν απόκλιση από την ισορροπία κατά 
HW τέσσερα δείγματα. Τα τρία διαχρονικά δείγματα 
του San Diego (του 2002, του 2005 και του 2009) και 
το δείγμα από την περιοχή του San Luis Obispo (2006), 
δ) στο γενετικό τόπο Boms30 εμφάνισε απόκλιση από 
την ισορροπία κατά HW το δείγμα από την περιοχή 
του Fresno (2001) και ε) στο γενετικό τόπο Boms61 
εμφάνισε απόκλιση από την ισορροπία κατά HW το 
δείγμα από την περιοχή του San Diego (2009). Τα 
ευρήματα αυτά συνοψίζονται στον Πίνακα 17. Ύστερα 
από την διενέργεια της διόρθωσης Bonferroni (Rice, 
1989) με το επίπεδο της στατιστικής σημαντικότητας να 
διαμορφώνεται πλέον στο 0,0005556 (αφού 0,05/90 = 
Πίνακας 16. Δείγματα του εντόμου B. oleae από την Καλιφόρνια τα οποία αναλύθηκαν στην παρούσα μελέτη. Ο αστερίσκος 
υποδηλώνει τα διαχρονικά δείγματα που προστέθηκαν σε αυτή τη φάση της ανάλυσης, προκειμένου να διερευνηθεί η πιθανότητα 
πολλαπλών εισβολών του εντόμου στην περιοχή.
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μέσες τιμές του πραγματικού (na) και του δραστικού (ne) 
αριθμού αλληλομόρφων, του δείκτη αλληλομορφικής 
αφθονίας (AR: Allelic Richness), της παρατηρούμενης 
(Ho) και της αναμενόμενης (He) ετεροζυγωτίας (Πίνακας 
18). 
4. Γενετική ποικιλομορφία στην Καλιφόρνια
Οι δείκτες που χρησιμοποιήθηκαν προκειμένου να 
προσδιορισθεί η γενετική ποικιλομορφία του συνόλου 
των διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας είναι οι 
Πίνακας 17. Αποκλίσεις από την ισορροπία κατά HW ανά δείγμα και ανά γενετικό τόπο. Συμβολισμοί:  
√  Εντός ισορροπίας κατά HW βάσει του κριτηρίου G2 και σε επίπεδο σημαντικότητας 5%.
-   Έκτός ισορροπίας κατά HW βάσει του κριτηρίου G2 και σε επίπεδο σημαντικότητας 5%.
        *   Μονομορφικός γενετικός τόπος.
Συντομογραφίες: LoA: Los Angeles; Fre: Fresno; Nap: Napa; SDi: San Diego; SLO: San Luis Obispo; CA: California.
Πίνακας 18. Εκτιμούμενη γενετική ποικιλομορφία των διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας. 
* Διαχρονικά δείγματα από την περιοχή της Καλιφόρνιας που προστέθηκαν σε αυτό το σκέλος της ανάλυσης. 
Συντομογραφίες: N: μέγεθος δείγματος, na: πραγματικός αριθμός αλληλομόρφων, ne: δραστικός αριθμός αλληλομόρφων, AR: 
δείκτης αλληλομορφικής αφθονίας, Ho: παρατηρούμενη ετεροζυγωτία, He: αναμενόμενη ετεροζυγωτία, CA: Καλιφόρνια, LoA: Los 
Angeles; Fre: Fresno; Cal: Calaveras; Nap: Napa; Sol: Solano; Yol: Yolo; SLO: San Luis Obispo; SDi: San Diego.
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ακολουθήσει νέα αρκετά σημαντική μείωση το 2008 
(Εικόνα 41: (α) έως (δ)). Αυτό έρχεται σε αντίθεση με 
τις διακυμάνσεις των μέσων τιμών των αντίστοιχων 
δεικτών πολυμορφισμού των υπολοίπων διαχρονικών 
δειγμάτων (δηλαδή του διαχρονικού δείγματος της Napa 
με έτη συλλογής το 2004 και 2008 και του διαχρονικού 
δείγματος του San Diego με έτη συλλογής το 2002, το 
2005 και το 2009), οι οποίες και εμφανίζουν μια τάση 
περίπου διατήρησης των τιμών σε τρεις τουλάχιστον 
δείκτες πολυμορφισμού (AR, ne και He) με την πάροδο 
του χρόνου (Εικόνα 42: 1α, 1β, 1δ και 2α, 2β, 2δ). 
Οι μέσες τιμές  ne, Ho και He του συνόλου των 
διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας συνεχίζουν να 
βρίσκονται ενδιαμέσως των τιμών που καταγράφονται 
για τους αντίστοιχους δείκτες πολυμορφισμού στους 
υποπληθυσμούς τόσο της κεντρικής όσο και της 
δυτικής Μεσογείου (βλ. κεφάλαιο Α, § 4, Πίνακα 11). 
Στα διαχρονικά δείγματα του San Luis Obispo (του 2002, 
του 2004, του 2006 και του 2008) οι μέσες τιμές των 
δεικτών πολυμορφισμού (AR, ne, Ho και He) παρουσιάζουν 
μια αρχική μείωση από το 2002 στο 2004, στη συνέχεια 
εμφανίζεται μια σημαντική αύξηση το 2006, για να 
Εικόνα 41. (α) Μεταβολή στις μέσες τιμές του δείκτη αλληλομορφικής αφθονίας (AR), (β) του δραστικού αριθμού αλληλομόρφων 
(ne), (γ) της παρατηρούμενης ετεροζυγωτίας (Ho) και (δ) της αναμενόμενης ετεροζυγωτίας (He), για το διαχρονικό δείγμα της περιοχής 
San Luis Obispo.
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της Μεσογείου παραμένουν, όπως και στην αρχική 
ανάλυση, στατιστικά σημαντικές (με πάλι μοναδική 
εξαίρεση το σύνολο σχεδόν των ζευγών των δειγμάτων 
της Καλιφόρνιας [Nap(08)_CA; SDi(02)_CA; SLO(02; 
06; 08)_CA; Fre(01)_CA; LoA(99)_CA] και εκείνου από 
το Αϊδίνιο της Τουρκίας [Aid_TU]). Συνεπώς, προκύπτει 
ότι από τη μία συνεχίζει να μην παρατηρείται κάποιου 
είδους ομαδοποίηση εντός των διαχρονικών δειγμάτων 
της Καλιφόρνιας και από την άλλη τα τελευταία 
να διαφοροποιούνται γενετικά από το σύνολο των 
5. Πληθυσμιακή δομή στην Καλιφόρνια
Η ανάλυση της στατιστικής σημαντικότητας των τιμών 
FST μεταξύ του συνόλου των διαχρονικών δειγμάτων 
της Καλιφόρνιας, αναδεικνύει - όπως και στην αρχική 
ανάλυση της εισβολής του εντόμου στην περιοχή αυτή 
(βλ. κεφάλαιο Α, § 5) - ότι στην πλειοψηφία τους είναι 
μη στατιστικά σημαντικές (Πίνακας 19). Διαπιστώνεται 
επίσης ότι όλες οι τιμές FST μεταξύ του συνόλου των 
διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας και αυτών 
Εικόνα 42. (1α και 2α) Μεταβολή στις μέσες τιμές του δείκτη αλληλομορφικής αφθονίας (AR), (1β και 2β) του δραστικού αριθμού 
αλληλομόρφων (ne), (1γ και 2γ) της παρατηρούμενης ετεροζυγωτίας (Ho) και (1δ και 2δ) της αναμενόμενης ετεροζυγωτίας (He), για τα 
διαχρονικά δείγματα της Napa και του San Diego αντίστοιχα.
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υποπληθυσμό της ανατολικής Μεσογείου.
Οι γενετικές αποστάσεις μεταξύ των δειγμάτων της 
Καλιφόρνιας και όλων των υπολοίπων ποικίλουν από 
0,0360 [μεταξύ του δείγματος της Καλιφόρνιας από 
την περιοχή του Calaveras (2004) και του δείγματος 
της κεντρικής Μεσογείου από την περιοχή της 
Αλεξανδρούπολης στην Ελλάδα (Cal(04)_CA/Ale_GR· 
βλ. Πίνακα 19)] έως 0,2131 [μεταξύ του δείγματος της 
Καλιφόρνιας από την περιοχή του Los Angeles (1999) 
και του δείγματος της δυτικής Μεσογείου από την 
περιοχή της Μαδρίτης στην Ισπανία (LoA(99)_CA/
Mad_SP· βλ. Πίνακα 19)]. Οι γενετικές αποστάσεις 
μεταξύ του συνόλου των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκαν 
επίσης για την κατασκευή δενδρογράμματος με τη 
μέθοδο UPGMA (Εικόνα 44). Η τοπολογία αυτού του 
δενδρογράμματος επιβεβαιώνεται στους δύο βασικούς 
κόμβους με σχετικά υψηλές τιμές bootstrap (100% και 
69%). Οι μείζονες ομαδοποιήσεις, αλλά και αυτές που 
λαμβάνουν χώρα εσωτερικά αυτών, είναι ταυτόσημες 
με αυτές της ανάλυσης που προηγήθηκε (βλ. κεφάλαιο 
Α, § 6, Εικόνα 36). Στο δενδρόγραμμα αποτυπώνονται 
οι τρεις από πριν περιγραφέντες  υποπληθυσμοί της 
δυτικής Μεσογείου (Ισπανία και Πορτογαλία), της 
κεντρικής Μεσογείου (Ελλάδα, Ιταλία και Τουρκία) 
και της ανατολικής Μεσογείου (Κύπρος και Ισραήλ), 
με το σύνολο των διαχρονικών δειγμάτων  από την 
Καλιφόρνια να εντάσσονται στον υποπληθυσμό της 
ανατολικής Μεσογείου. Σε αυτό το σημείο να πρέπει 
να αναφερθεί ότι όπως προκύπτει από την τοπολογία 
του δενδρογράμματος δεν φαίνεται πιθανό το γεγονός 
να έχουν σημειωθεί περισσότερες από μία εισβολές, 
τουλάχιστον από τις περιοχές τόσο της δυτικής  όσο  και 
της  κεντρικής  Μεσογείου.  Αυτό,  ωστόσο,    δεν   μπορεί 
να   αποκλείσει  την πιθανότητα πολλαπλών   εισβολών 
από   την   περιοχή   της   ανατολικής   Μεσογείου, 
κάτι  που  όμως  σίγουρα δεν αποσαφηνίζεται με την 
συγκεκριμένη ανάλυση (βλ. Εικόνα 44). Επίσης, φαίνεται 
πως το δείγμα του Los Angeles που συλλέχθηκε το 
1999, παρόλο που παρουσιάζει γενετική συγγένεια 
με τα υπόλοιπα δείγματα της ευρύτερης περιοχής 
τοποθετείται στο κλαδόγραμμα εξωτερικά αυτών. 
Αυτό πιθανότατα να οφείλεται στο μικρό μέγεθος του 
δείγματος (δείγμα 10 ατόμων).
δειγμάτων της Μεσογείου. Όσον αφορά δε τις 
γενετικές αποστάσεις μεταξύ όλων των δειγμάτων της 
Καλιφόρνιας, μετρήθηκαν σύμφωνα με τη μέθοδο του 
Nei (1972). Αυτές κυμαίνονται μεταξύ 0,0095 [στο ζεύγος 
δειγμάτων Nap(04)_CA και Yol(04)_CA] και 0,1439 [στο 
ζεύγος δειγμάτων LoA(99)_CA και Fre(01)_CA] (Πίνακας 
19].  
Περαιτέρω ανάλυση της πληθυσμιακής δομής εντός των 
διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας, επιχειρήθηκε 
με την κατασκευή μήτρας αποστάσεων PhiPT, η οποία 
χρησιμοποιήθηκε για τη διενέργεια PCA. Σε συμφωνία 
με τα προηγούμενα ευρήματα δεν παρατηρήθηκε 
κάποια ιδιαίτερη ομαδοποίηση εντός των δειγμάτων της 
Καλιφόρνιας, όπως φαίνεται και στην Εικόνα 43.
6. Γενετική δομή του συνόλου των πληθυσμών 
δάκου που αναλύθηκαν
Τόσο στην περίπτωση της αρχικής ανάλυσης της 
εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια όσο 
και στην περίπτωση της διερεύνησης της πιθανότητας 
πολλαπλών εισβολών (με την επιπλέον ανάλυση 
διαχρονικών  δειγμάτων   από  την  περιοχή    αυτή) η 
ανάλυση της στατιστικής σημαντικότητας των τιμών FST 
μεταξύ του συνόλου των δειγμάτων δεν διαφοροποίησε 
την κατάσταση. Υπέδειξε δηλαδή την πιθανή ομαδοποίηση 
των δειγμάτων σε τέσσερις υποπληθυσμούς (βλ. 
Πίνακα 19). Πιο συγκεκριμένα, τα δείγματα της δυτικής 
Μεσογείου είναι σαφώς διαφοροποιημένα από όλα τα 
υπόλοιπα δείγματα. Αντιστοίχως, και τα δείγματα της 
Καλιφόρνιας συγκροτούν ένα ξεχωριστό υποπληθυσμό, 
αφού είναι έκδηλη η διαφοροποίηση έναντι των άλλων 
δειγμάτων. Έναν επιπλέον υποπληθυσμό φαίνεται να 
αποτελούν τα δείγματα της κεντρικής Μεσογείου ενώ 
και τα δείγματα της Κύπρου και του Ισραήλ φαίνεται 
να διαφοροποιούνται περαιτέρω σχηματίζοντας τον 
Εικόνα 43. Principal Component Analysis (PCA) που 
διενεργήθηκε με τη βοήθεια του στατιστικού πακέτου 
GENEALEX  και τη χρήση μήτρας PhiPT. Οι  δύο πρώτοι άξονες 
ερμηνεύουν το 50,0% της συνολικής μοριακής ποικιλότητας.
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Πίνακας 19. Γενετικές αποστάσεις σύμφωνα με τη μέθοδο του Nei (1972) (κάτω από τη διαγώνιο) και στατιστική σημαντικότητα 
των τιμών FST, μεταξύ του συνόλου των δειγμάτων που αναλύθηκαν (πάνω από τη διαγώνιο). Συντομογραφίες: CA, Καλιφόρνια; 
CY, Κύπρος; GR, Ελλάδα; IS, Ισραήλ; IT, Ιταλία; PO, Πορτογαλία; SP, Ισπανία; TU Τουρκία; NS, μη στατιστικά σημαντικό; ***P<0,001; 
**P<0,005; *P<0,01.
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έχουν σημειωθεί περισσότερες από μία εισβολές από 
τις περιοχές τόσο της δυτικής όσο και της κεντρικής 
Μεσογείου. Ωστόσο, και αυτή η αναλυτική προσέγγιση 
δεν μπορεί να αποκλείσει την πιθανότητα πολλαπλών 
εισβολών από την περιοχή της ανατολικής Μεσογείου, 
γεγονός που όμως δεν αποσαφηνίζεται (όπως και στην 
περίπτωση του κλαδογράμματος· Εικόνα 44). Στον 
Πίνακα 20 παρατίθενται οι μέσες τιμές των πιθανοτήτων 
γενετικής συγγένειας του καθενός από τα εννέα 
διαχρονικά δείγματα της Καλιφόρνιας (που προστέθηκαν 
στην ανάλυση προκειμένου να διαπιστωθεί η πιθανότητα 
ύπαρξης πολλαπλών εισβολών) με καθέναν από τους 
τρεις - υποθετικά ορισθέντες - υποπληθυσμούς. Είναι 
προφανές ότι κάθε δείγμα κατανέμεται και στους 
τρεις υποπληθυσμούς, πιθανά λόγω της εκτεταμένης 
γονιδιακής ροής μεταξύ των φυσικών πληθυσμών του 
δάκου στη μεσογειακή λεκάνη, με το σύνολο όμως 
των δειγμάτων της Καλιφόρνιας να έχουν συντριπτικά 
μεγαλύτερη γενετική συγγένεια με τον έναν από αυτούς 
(βλ. και κεφάλαιο Α, § 6, Πίνακα 14).
Η ανάλυση με το πρόγραμμα STRUCTURE διενεργήθηκε 
με τη χρήση του μοντέλου χωρίς προσμίξεις (no-
admixture model· βλ. κεφάλαιο Α, § 6) και με αριθμό 
ορισθέντων υποπληθυσμών Κ=3. Η τελευταία υπόθεση 
επιβεβαιώνεται από την τροποποιημένη καμπύλη 
πιθανοτήτων του Κ (Εικόνα 45). Το συμπέρασμα αυτό 
είναι σε συμφωνία και με την τοπολογία του UPGMA 
δενδρογράμματος (βλ. Εικόνα 44). Ο διακριτός (τριπλός) 
χρωματικός κώδικας (αφού Κ=3) του προγράμματος 
STRUCTURE, όπως φαίνεται και στην Εικόνα 46, 
διαφοροποιεί ουσιωδώς τα δείγματα της δυτικής 
Μεσογείου (1-5) από αυτά της ανατολικής Μεσογείου 
(18-20), ενώ τα δείγματα της κεντρικής Μεσογείου (6-
17) αποτελούν μια ενδιάμεση ζώνη. Κι αυτό διότι όπως 
έχει ήδη αναφερθεί η φυλογεωγραφική τους προέλευση 
είναι σε εκτεταμένο βαθμό διαμοιρασμένη μεταξύ των 
υποπληθυσμών της δυτικής και ανατολικής Μεσογείου. 
Εντούτοις, το σύνολο των διαχρονικών δειγμάτων της 
Καλιφόρνιας (21-34) έχει εμφανώς παρόμοιο γενετικό 
προφίλ με τα δείγματα της ανατολικής Μεσογείου, 
κάτι που δίνει μικρές πιθανότητες στο γεγονός να 
Εικόνα 44. Αποτύπωση φυλογεωγραφικών σχέσεων μεταξύ του συνόλου των μεσογειακών δειγμάτων και των διαχρονικών 
δειγμάτων της Καλιφόρνιας. Το δενδρόγραμμα κατασκευάσθηκε με τη μέθοδο UPGMA - ύστερα από 100 διαδοχικές δειγματοληψίες 
- βάσει της εκτίμησης των γενετικών αποστάσεων σύμφωνα με τη μεθοδολογία του Nei (1972). Σημείωση: Για πληροφορίες σχετικά 
με τις κωδικές ονομασίες του συνόλου των δειγμάτων βλέπε Πίνακες 8 και 16. 
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Εικόνα 45. Ανάλυση STRUCTURE: Εκτίμηση του πιθανού αριθμού υποπληθυσμών η οποία προκύπτει από τη διαίρεση της μέσης 
τιμής πιθανοτήτων πέντε ανεξάρτητων δοκιμών - για συγκεκριμένο κάθε φορά αριθμό Κ  - με την τυπική απόκλιση των δοκιμών 
αυτών.
Πίνακας 20. Μέσες τιμές των πιθανοτήτων γενετικής συγγένειας του κάθε δείγματος, με καθέναν από  τους τρεις ορισθέντες 
υποπληθυσμούς, που λαμβάνονται από μία ανεξάρτητη δοκιμή του στατιστικού πακέτου STRUCTURE. Οι τιμές με έντονη γραφή 
αναφέρονται στις υψηλότερες πιθανότητες γενετικής συγγένειας που παρουσιάζει κάθε δείγμα, με έναν κάθε φορά από τους τρεις 
ορισθέντες υποπληθυσμούς.  
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ότι το δείγμα της περιοχής της Καλιφόρνιας San Luis 
Obispo (με έτος συλλογής το 2006) παρουσιάζει μεγάλη 
γενετική συγγένεια με τα δείγματα της ανατολικής 
Μεσογείου (Εικόνα 47). Αυτό θα μπορούσε να αποτελεί 
ένδειξη μεταγενέστερης εισβολής, μετά την αρχική, από 
την ανατολική πλευρά της μεσογειακής λεκάνης στη 
συγκεκριμένη περιοχή (του San Luis Obispo) και μάλιστα 
εντοπισμένη χρονικά μετά το 2004.
Υπενθυμίζεται ότι οι διακυμάνσεις των δεικτών 
πολυμορφισμού του διαχρονικού δείγματος του 
San Luis Obispo (βλ. § 4, Εικόνα 41 [α έως δ]), υπό το 
πρίσμα του τελευταίου ευρήματος, θα μπορούσαν 
να ενισχύσουν την υπόθεση μιας νέας εισβολής, μετά 
την αρχική, στη συγκεκριμένη περιοχή, πάλι από την 
πλευρά της ανατολικής Μεσογείου. Κι αυτό γιατί ενώ 
διαπιστωνόταν μια τάση προοδευτικής πτώσης των 
τιμών των δεικτών πολυμορφισμού μετά την πρώτη 
εγκατάσταση του εντόμου στην περιοχή αυτή, αυτό το 
οποίο ακολούθησε ήταν μια απότομη αύξηση στους 
δείκτες πολυμορφισμού, εντοπισμένη χρονικά μετά 
το έτος 2004. Αυτό θα μπορούσε να έχει σχέση με τη 
ροή νέας γενετικής πληροφορίας εξαιτίας μιας νέας 
εισβολής.
Περαιτέρω ανάλυση της πληθυσμιακής δομής του 
δάκου πραγματοποιήθηκε με τη διενέργεια PCA, 
μέσω του στατιστικού πακέτου GENALEX. Αρχικά 
δημιουργήθηκε PhiPT μήτρα αποστάσεων, βάσει της 
οποίας πραγματοποιήθηκε η PCA. Και στην περίπτωση 
αυτή, όπως και προηγουμένως (βλ. Εικόνα 39), η 
ανάλυση δείχνει την ύπαρξη τεσσάρων ομάδων: η 
πρώτη συγκροτείται από τα δείγματα της δυτικής 
Μεσογείου (Ιβηρική Χερσόνησος), η δεύτερη από τα 
δείγματα της κεντρικής Μεσογείου (Ελλάδα, Ιταλία 
και Τουρκία), η τρίτη από τα δείγματα της ανατολικής 
Μεσογείου (Κύπρος και Ισραήλ) και η τέταρτη από τα 
διαχρονικά δείγματα της Καλιφόρνιας. Είναι εμφανές 
ότι τα δείγματα της Καλιφόρνιας είναι περισσότερο 
απομακρυσμένα γενετικά από αυτά της δυτικής 
Μεσογείου, αλλά και διαφοροποιημένα από αυτά της 
κεντρικής Μεσογείου. Αυτό το γεγονός φαίνεται να 
αποσυνδέει γενικότερα τις δύο αυτές περιοχές από 
το συμβάν της βιολογικής εισβολής του δάκου στην 
Καλιφόρνια. Αντιθέτως, τα δείγματα της Καλιφόρνιας 
παρουσιάζονται συγγενέστερα γενετικά με τα δείγματα 
της ανατολικής Μεσογείου. Το ενδιαφέρον στοιχείο, το 
οποίο προκύπτει για πρώτη φορά από την PCA, είναι 
Εικόνα 47. Principal Component Analysis (PCA) που διενεργήθηκε με τη βοήθεια του στατιστικού πακέτου GENALEX, βασισμένη στη 
χρήση μήτρας αποστάσεων PhiPT. Οι δύο πρώτοι άξονες ερμηνεύουν το 70,04% της συνολικής μοριακής ποικιλότητας. Το δείγμα 
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υποπληθυσμούς (της δυτικής, της κεντρικής και της 
ανατολικής Μεσογείου με παραπέρα διαχωρισμό του 
τελευταίου σε κυπριακό και ισραηλινό). Το σύνολο 
των δειγμάτων της Καλιφόρνιας ταυτίζεται με μεγάλα 
ποσοστά με τον υποπληθυσμό της ανατολικής 
Μεσογείου και πιο συγκεκριμένα τα δείγματα 
από τις περιοχές Calaveras (Cal(2004)_CA), Napa 
(Nap(2004;2008)_CA), San Luis Obispo (SLO(2002)_CA) 
και San Diego (SDi(2005)_CA) αναγνωρίστηκαν ως 
κυπριακά, ενώ τα υπόλοιπα εννέα από τις περιοχές Los 
Angeles (LoA(1999)_CA), Fresno (Fre(2001)_CA) Solano 
(Sol(2004)_CA), Yolo (Yol(2004)_CA), San Luis Obispo 
(SLO(2004; 2006; 2008)_CA) και San Diego (SDi(2002; 
2009)_CA) αναγνωρίστηκαν ως ισραηλινά (Πίνακας 
22). Τα ευρήματα αυτής της τελευταίας ανάλυσης είναι 
χρήσιμα, αφού ενισχύουν την υπόθεση ότι οι περιοχές 
τόσο της δυτικής όσο και της κεντρικής Μεσογείου είναι 
αποσυνδεμένες από το γεγονός της συγκεκριμένης 
βιολογικής εισβολής. Όμως, προκειμένου να διερευνηθεί 
βαθύτερα η πιθανότητα μεταγενέστερης εισβολής από 
την περιοχή της ανατολικής Μεσογείου, επιχειρήθηκε η 
ταυτοποίηση των διαχρονικών δειγμάτων της περιοχής 
του San Luis Obispo ανάμεσα σε καλιφορνέζικη και 
ανατολικομεσογειακή προέλευση. Επειδή ακριβώς το 
σύνολο των διαχρονικών δειγμάτων του San Luis Obispo 
(και ιδιαιτέρως το δείγμα με έτος συλλογής το 2006 
που βάσει των στοιχείων της ανάλυσης παρουσιάζει 
ειδικό ενδιαφέρον) ταυτοποιούνται σε ποσοστό 
100% ως καλιφορνέζικα (Πίνακας 23), φαίνεται πως η 
συγκεκριμένη ανάλυση ροής γενετικής πληροφορίας 
δεν ενισχύει την άποψη περί δεύτερης μεταγενέστερης 
εισβολής από την περιοχή της ανατολικής Μεσογείου.
7. Ροή γενετικής πληροφορίας
Αρχικά, το στατιστικό πακέτο GENECLASS 
χρησιμοποιήθηκε προκειμένου να ταυτοποιηθεί 
η καταγωγή του συνόλου των ατόμων των εννέα 
διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας, σε σχέση 
με τα δείγματα προέλευσής τους. Αυτό που προέκυψε 
ήταν η ορθή ταυτοποίηση 98 ατόμων - από τα συνολικά 
219 -  στα δείγματα από τα οποία προέρχονται, 
γεγονός που αντιστοιχεί σε ποσοστό 44,7%. 
Ακολούθως, όταν έγινε προσπάθεια ταυτοποίησης 
του συνόλου των ατόμων των δειγμάτων σε σχέση 
με τους πέντε υποπληθυσμούς που ορίστηκαν (της 
δυτικής Μεσογείου, της κεντρικής Μεσογείου, της 
Κύπρου, του Ισραήλ και της Καλιφόρνιας), 181  - από 
τα συνολικά 219 άτομα -  ταυτοποιήθηκαν σύμφωνα 
με τον υποπληθυσμό προέλευσής τους, γεγονός που 
αντιστοιχεί σε ποσοστό 82,6%. Ωστόσο, το 10,1% των 
ατόμων ταυτοποιήθηκαν με τον υποπληθυσμό της 
ανατολικής Μεσογείου (5,5% με αυτόν του Ισραήλ και 
4,6% με αυτόν της Κύπρου), το 5,0% των ατόμων με 
τον υποπληθυσμό της κεντρικής Μεσογείου και τέλος 
μόλις το 2,3% των ατόμων φαίνεται να ταυτοποιούνται 
με τον υποπληθυσμό της δυτικής Μεσογείου (Πίνακας 
21). Φαίνεται λοιπόν πως το σύνολο των διαχρονικών 
δειγμάτων της Καλιφόρνιας συνεχίζει να συγκροτεί έναν 
διακριτό υποπληθυσμό ο οποίος διαφοροποιείται από 
τους προγονικούς υποπληθυσμούς της μεσογειακής 
λεκάνης. Για να διερευνηθεί περαιτέρω η πιθανότητα 
ύπαρξης πολλαπλών εισβολών στην ευρύτερη περιοχή 
της Καλιφόρνιας, έγινε προσπάθεια ταυτοποίησης 
του συνόλου των δειγμάτων της περιοχής με 
καθέναν από τους τρεις περιγραφέντες μεσογειακούς 
Πίνακας 21. Ταυτοποίηση των εννέα διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας με καθέναν από τους πέντε περιγραφέντες 
υποπληθυσμούς. Με έντονη γραφή υποδηλώνονται τα ποσοστά ταυτοποίησης των δειγμάτων με τους αντίστοιχους υποπληθυσμούς 
προέλευσής τους.
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μεταξύ των πληθυσμών των περιοχών προέλευσης της 
εισβολής και των περιοχών εισαγωγής του εντόμου, 
που προσδιορίστηκε στηριζόμενος στην παραδοχή ότι 
κάθε έτος αντιστοιχεί κατά μέσο όρο σε 4 γενεές. 
Στην πρώτη περίπτωση, η οποία αφορά τον καθορισμό 
του δραστικού μεγέθους του ιδρυτικού πληθυσμού της 
περιοχής όπου το έντομο εντοπίστηκε για πρώτη φορά, 
ως πληθυσμός προέλευσης θεωρήθηκε ο πληθυσμός 
της ανατολικής Μεσογείου (με περαιτέρω διάκριση σε 
ισραηλινό και κυπριακό πληθυσμό) και ως πληθυσμός 
αποικισμού ο πληθυσμός του Los Angeles. Στη δεύτερη 
περίπτωση, η οποία αφορά τα δραστικά μεγέθη 
των ιδρυτικών πληθυσμών των διαφόρων περιοχών 
8. Προσδιορισμός του πιθανού δραστικού 
μεγέθους ιδρυτικών πληθυσμών των περιοχών 
εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια
Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε το στατιστικό 
πακέτο CoNe (Anderson, 2005) προκειμένου να 
προσδιοριστεί το πιθανό δραστικό μέγεθος ιδρυτικού 
πληθυσμού, αρχικά, στην πιθανή πύλη εισόδου 
του δάκου στην Καλιφόρνια (συγκεκριμένα στο Los 
Angeles) και ακολούθως σε κάποιες από τις περιοχές 
της Πολιτείας στις οποίες το έντομο εξαπλώθηκε. 
Κάθε μία προσομοίωση βασίσθηκε σε 5.000 Monte 
Carlo επαναλήψεις και σε συνολικό αριθμό γενεών, 
Πίνακας 22. Ταυτοποίηση των δειγμάτων της Καλιφόρνιας με καθέναν από τους τρεις περιγραφέντες υποπληθυσμούς της 
Μεσογείου (της δυτικής, της κεντρικής και της ανατολικής, με περαιτέρω διαχωρισμό του τελευταίου σε κυπριακό και ισραηλινό). 
Συντομογραφίες: Κ. Μ.: Κεντρική Μεσόγειος, Δ.Μ.: Δυτική Μεσόγειος.
Πίνακας 23. Ταυτοποίηση των διαχρονικών δειγμάτων του San Luis Obispo μεταξύ δύο υποπληθυσμών, της Καλιφόρνιας και της 
ανατολικής Μεσογείου. Συντομογραφίες: Α. Μ.:  Ανατολική Μεσόγειος.
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εκάστοτε πληθυσμός κάθε νέας περιοχής εξάπλωσης 
για την οποία υπάρχουν δεδομένα. Τα αποτελέσματα 
της ανάλυσης συνοψίζονται στον Πίνακα 24.   
εξάπλωσης του δάκου στην Πολιτεία της Καλιφόρνιας, 
ως πληθυσμός προέλευσης θεωρήθηκε ο πληθυσμός 
του Los Angeles και ως πληθυσμός αποικισμού ο 
Πίνακας 24. Εκτίμηση του πιθανού δραστικού μεγέθους (Ne) των ιδρυτικών πληθυσμών των περιοχών εισβολής του δάκου της ελιάς 
στην Καλιφόρνια. Η ανάλυση πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του στατιστικού πακέτου CoNe. 
* Το δείγμα της Κύπρου προέρχεται από τη συνένωση των δειγμάτων της Λευκωσίας και της Λεμεσού, με έτος συλλογής τους το 
2002.
Συντομογραφία: CI 95%: διαστήματα εμπιστοσύνης 95%.
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2. Γεωγραφική διασπορά των δειγμάτων
Η ανάλυση που επιχειρήθηκε με τη χρήση των τριών 
μοριακών δεικτών με αναφορά το μιτοχονδριακό 
γονιδίωμα - και η οποία διενεργήθηκε με τη μέθοδο 
ανίχνευσης πολυμορφισμών στερεοδιαμόρφωσης 
μονόκλωνου DNA [SSCP: Single Strand Conformation 
Polymorphism] - βασίσθηκε σε ένα υποσύνολο 
των δειγμάτων που χρησιμοποιήθηκαν στα δύο 
προηγούμενα μέρη της ανάλυσης, αλλά και στην 
προσθήκη νεοαποκτηθέντων. Συνεπώς, το σύνολο 
των δειγμάτων επιλέχθηκε με γνώμονα τη διεύρυνση 
της γεωγραφικής τους διασποράς, παράλληλα με τη 
συνδυασμένη προσπάθεια στόχευσης στα ερωτήματα 
που ανέκυψαν από τις πρότερες αναλύσεις.
Οι περιοχές δειγματοληψίας, οι κωδικές ονομασίες και 
το μέγεθος των δειγμάτων που χρησιμοποιήθηκαν σε 
αυτή την πειραματική φάση συνοψίζονται στον Πίνακα 
26. Η γεωγραφική διασπορά των νέων δειγμάτων που 
προστέθηκαν στην ανάλυση αποτυπώνεται στην Εικόνα 
48 (α και β). 
Γ. Διερεύνηση της πιθανότητας 
πολλαπλών εισβολών του δάκου της 
ελιάς στην Καλιφόρνια, βασισμένη στη 
χρήση μοριακών δεικτών μιτοχονδριακού 
DNA (mtDNA)
1. Γενικά
Η διερεύνηση της πιθανότητας πολλαπλών εισβολών 
του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια επιχειρήθηκε 
και με τη χρήση μοριακών δεικτών του μιτοχονδρίου 
(βλ. Υλικά και Μέθοδοι, § 6.1., Πίνακα 6, Εικόνα 33). Και 
αυτό διότι η συνδυαστική προσέγγιση του ζητήματος 
της εισβολής με πυρηνικούς (μικροδορυφορικούς) 
και εξωπυρηνικούς (μιτοχονδριακούς μοριακούς 
δείκτες), οι οποίοι παρουσιάζουν διαφορετικό γενετικό 
και εξελικτικό προφίλ, καθιστά ασφαλέστερη και 
περισσότερο αξιόπιστη την εξαγωγή συμπερασμάτων. 
Πίνακας 26. Περιοχές δειγματοληψίας και μέγεθος των δειγμάτων που χρησιμοποιήθηκαν, προκειμένου να διερευνηθεί η πιθανότητα 
πολλαπλών εισβολών του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια, βάσει της χρήσης μοριακών δεικτών μιτοχονδριακού DNA (mtDNA). Ο 
αστερίσκος υποδηλώνει τα νέα δείγματα που προστέθηκαν σε αυτή τη φάση της ανάλυσης (βλ. και Εικόνα 48 [α] και [β]). Σημείωση: 
Στις κωδικές ονομασίες των δειγμάτων τις Καλιφόρνιας αναφέρεται – εντός της παρένθεσης – το έτος συλλογής τους.  
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Εικόνα 48 (α και β). Γεωγραφική διασπορά των νέων δειγμάτων που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή τη φάση της ανάλυσης, προκειμένου 
να διερευνηθεί η πιθανότητα πολλαπλών εισβολών του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια βάσει της χρήσης μοριακών δεικτών 
μιτοχονδριακού DNA (mtDNA).
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κάποια ιδιαίτερη δομική γενετική διαφοροποίηση εντός 
των δειγμάτων της Καλιφόρνιας, όπως φαίνεται και 
στην Εικόνα 49.
Όσον αφορά τις γενετικές αποστάσεις μεταξύ 
του συνόλου των δειγμάτων της Καλιφόρνιας, 
διαπιστώνεται ότι ποικίλουν μεταξύ των τιμών 0,0000 
[Cal(04)_CA/SDi(05)_CA; Sol(04)_CA/SDi(09)_CA] και 
0,0564 [LoA(99)_CA/Nap(04)_CA], όπως φαίνεται και 
στον Πίνακα 27.
    
3. Πληθυσμιακή δομή στην Καλιφόρνια
H ανάλυση της πληθυσμιακής δομής των διαχρονικών 
δειγμάτων της Καλιφόρνιας επιχειρήθηκε με την 
κατασκευή μήτρας γενετικών αποστάσεων (Nei, 1972), 
η οποία ακολούθως χρησιμοποιήθηκε για την διενέργεια 
ανάλυσης MDS (multidimensional scaling analysis) 
με τη βοήθεια του στατιστικού πακέτου SPSS. Σε 
ευθυγράμμιση με τα ευρήματα της μικροδορυφορικής 
ανάλυσης (βλ. κεφάλαιο Α και Β, § 5), δεν παρατηρήθηκε 
Εικόνα 49. Ανάλυση MDS που διενεργήθηκε με τη βοήθεια του στατιστικού πακέτου SPSS, βασισμένη στη χρήση μήτρας γενετικών 
αποστάσεων (Nei, 1972). Η ανάλυση των δειγμάτων της Καλιφόρνιας πραγματοποιήθηκε με τη χρήση των τριών μιτοχονδριακών 
μοριακών δεικτών (βλ. Υλικά και Μέθοδοι,   6.1., Πίνακα 6, Εικόνα 33). 
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με τη χρήση μικροδορυφορικών δεικτών (Εικόνα 44), 
αφού αποτυπώνονται οι τρεις από πριν περιγραφέντες 
υποπληθυσμοί της δυτικής, της κεντρικής και της 
ανατολικής Μεσογείου. Επίσης, το σύνολο των 
διαχρονικών δειγμάτων  της Καλιφόρνιας εντάσσεται 
και αυτή τη φορά στον υποπληθυσμό της ανατολικής 
Μεσογείου. Όμως, το UPGMA δενδρόγραμμα 
παρουσιάζει δύο ακόμη ενδιαφέροντα στοιχεία. Το 
πρώτο στοιχείο αφορά την εσωτερική ομαδοποίηση του 
ισραηλινού δείγματος από το την περιοχή Sde Boker με 
το καλιφορνέζικο δείγμα από την περιοχή του San Luis 
Obispo (με έτος συλλογής το 2006), και μάλιστα με τιμή 
bootstrap 70%. Το συγκεκριμένο εύρημα ενισχύει με τη 
σειρά του την υπόθεση περί δεύτερης εισβολής στην 
Καλιφόρνια, εντοπισμένης χρονικά τη διετία 2004-2006, 
πάλι από την περιοχή της ανατολικής Μεσογείου. Το 
δεύτερο στοιχείο αφορά την ένταξη των δειγμάτων της 
βορειοδυτικής Αφρικής (από την Τυνησία και το Μαρόκο) 
στην ομάδα δειγμάτων του ιβηρικού υποπληθυσμού. 
Αυτό είναι ένα εύρημα που μπορεί να συμπληρώσει 
κάποια κομμάτια στο παζλ της ιστορίας του αποικισμού 
του δάκου της ελιάς γύρω από τη μεσογειακή λεκάνη.     
Η ανάλυση με το πρόγραμμα STRUCTURE 
διενεργήθηκε με  τη χρήση του μοντέλου χωρίς 
προσμίξεις (no-admixture model) και με αριθμό 
ορισθέντων υποπληθυσμών Κ=3 (βλ. κεφάλαιο Α, § 6). 
Η τελευταία υπόθεση προέκυψε και στην περίπτωση 
αυτή με την κατασκευή μιας τροποποιημένης καμπύλης 
πιθανοτήτων του Κ (Εικόνα 51), όπως περιγράφηκε 
σε προηγούμενο στάδιο της παρούσας μελέτης (βλ. 
κεφάλαιο Α, § 6). Ο τριπλός χρωματικός κώδικας (αφού 
Κ=3) του προγράμματος STRUCTURE, όπως φαίνεται 
και στην Εικόνα 52, διαφοροποιεί ουσιωδώς τα δείγματα 
της δυτικής Μεσογείου (ιβηρικά και βορειοαφρικανικά) 
(1-6) από αυτά της ανατολικής Μεσογείου και της Νότιας 
Αφρικής (13-15). Τα δείγματα της κεντρικής Μεσογείου 
(7-12) αποτελούν μια ενδιάμεση ζώνη, αφού φαίνεται 
ότι η φυλογενετική τους προέλευση είναι σε εκτεταμένο 
βαθμό διαμοιρασμένη μεταξύ των υποπληθυσμών 
τόσο της δυτικής όσο και ανατολικής Μεσογείου. 
Εντούτοις, το σύνολο των διαχρονικών δειγμάτων της 
Καλιφόρνιας (16-27) έχει παρόμοιο γενετικό προφίλ με 
τα δείγματα της ανατολικής Μεσογείου, κάτι που βγάζει 
για ακόμη μία φορά τις περιοχές της δυτικής και της 
κεντρικής Μεσογείου από το κάδρο του συμβάντος της 
εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια. Αυτό 
που αποκτά ενδιαφέρον σχετίζεται με την παρατήρηση 
ότι το γενετικό προφίλ των δειγμάτων του San Luis 
Obispo των ετών 2004 και 2006, διαφοροποιείται 
διακριτά από αυτό των άλλων δύο δειγμάτων της ίδιας 
4. Γενετική δομή του συνόλου των πληθυσμών 
δάκου που αναλύθηκαν
Οι γενετικές αποστάσεις μεταξύ των δειγμάτων της 
Καλιφόρνιας και όλων των υπολοίπων ποικίλουν από 
0,0010 [μεταξύ του δείγματος της Καλιφόρνιας από την 
περιοχή του San Luis Obispo (2006) και του δείγματος 
της ανατολικής Μεσογείου από την περιοχή του Sde 
Boker στο Ισραήλ (SLO(06)_CA/Sde_IS· βλ. Πίνακα 27)], 
έως 0,7498 [μεταξύ του δείγματος της Καλιφόρνιας 
από την περιοχή της Napa (2004) και του δείγματος της 
δυτικής Μεσογείου από την περιοχή του Gimmaraes 
στην Πορτογαλία (Nap(02)_CA/Gim_PO· βλ Πίνακα 
27)]. Το ότι η μικρότερη γενετική απόσταση μεταξύ του 
συνόλου των δειγμάτων της Καλιφόρνιας και όλων 
των υπολοίπων είναι - όπως προαναφέρθηκε - αυτή 
ανάμεσα στο δείγμα του Sde Boker από το Ισραήλ και 
του San Luis Obispo του 2006 από την Καλιφόρνια, 
θα μπορούσε να θεωρηθεί ως μία ενίσχυση της 
υπόθεσης περί μεταγενέστερης εισβολής, μετά την 
αρχική, από την ανατολική πλευρά της μεσογειακής 
λεκάνης προς την συγκεκριμένη περιοχή (και μάλιστα 
εντοπισμένης χρονικά μετά το 2004). Υπενθυμίζεται 
ότι το στοιχείο αυτό έρχεται να ισχυροποιήσει τη 
συγκεκριμένη ένδειξη που είχε διαφανεί για πρώτη 
φορά στην PCA που διενεργήθηκε στο πλαίσιο της 
διερεύνησης της πιθανότητας πολλαπλών εισβολών 
με τη χρήση μικροδορυφορικών δεικτών (βλ. Εικόνα 
47). Όσον αφορά το δείγμα της Νότιας Αφρικής (SoA_
AF· βλ. Εικόνα 48 [β]·  Πίνακα 26), αυτό παρουσιάζει 
μια διακύμανση των γενετικών του αποστάσεων σε 
σχέση με τα υπόλοιπα δείγματα, που συνοψίζεται στα 
εξής: έχει τη μέγιστη γενετική απόσταση (0,8008) με το 
δείγμα του Gimmaraes από την Πορτογαλία (SoA_AF/
Gim_PO· βλ. Πίνακα 27) - που είναι και η μεγαλύτερη 
παρατηρούμενη γενετική απόσταση μεταξύ όλων των 
δειγμάτων που αναλύθηκαν στην παρούσα διατριβή 
- και την ελάχιστη γενετική απόσταση (0,0121) με το 
δείγμα του Sde Boker από το Ισραήλ. Αυτό υποδηλώνει 
μία γενετική συγγένεια του δείγματος της Νότιας 
Αφρικής με τα δείγματα της ανατολικής πλευράς 
της Μεσογείου. Οι γενετικές αποστάσεις μεταξύ του 
συνόλου των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκαν και για την 
κατασκευή δενδρογράμματος με τη μέθοδο UPGMA 
(Εικόνα 50). Η τοπολογία αυτού του δενδρογράμματος 
επιβεβαιώνεται στους δύο βασικούς κόμβους με σχετικά 
υψηλές τιμές bootstrap (100% και 65% αντίστοιχα). Οι 
μείζονες ομαδοποιήσεις είναι ταυτόσημες με εκείνες 
του κλαδογράμματος που προέκυψε στο πλαίσιο της 
ανάλυσης των διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας 
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περιοχής με ημερομηνίες συλλογής τα έτη 2002 και 
2008, όπως και από αυτό του συνόλου των υπόλοιπων 
διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας. Η «εκτροπή» 
του γενετικού προφίλ των δύο δειγμάτων του San Luis 
Obispo του 2004 και του 2006, προς την κατεύθυνση 
εκείνου των δειγμάτων της ανατολικής Μεσογείου, 
αλλά και η διαφαινόμενη αποκατάσταση της πρότερης 
κατάστασης το έτος 2008 (SLO(08)_CA), θα μπορούσε να 
είναι ένδειξη ροής γενετικού υλικού από την ανατολική 
πλευρά της Μεσογείου με χρονικό εντοπισμό τη διετία 
2004-2006. Συνεπώς, τα ευρήματα και αυτής της 
αναλυτικής προσέγγισης θα μπορούσαν να στηρίξουν 
την υπόθεση μιας μεταγενέστερης εισβολής, μετά την 
αρχική, από την ανατολική πλευρά της Μεσογείου 
στην περιοχή του San Luis Obispo στα χρονικά όρια της 
διετίας 2004-2006. 
Επιπλέον, επιχειρήθηκε ανάλυση της πληθυσμιακής 
δομής του δάκου, με τη διενέργεια ανάλυσης 
MDS (multidimensional scaling analysis), μέσω του 
στατιστικού πακέτου SPSS. Η ανάλυση δείχνει την 
ύπαρξη τριών ομάδων: η πρώτη συγκροτείται από τα 
δείγματα της δυτικής Μεσογείου (Ιβηρική Χερσόνησος 
και Βορειοδυτική Αφρική), η δεύτερη από τα δείγματα 
της κεντρικής Μεσογείου (Ελλάδα, Ιταλία, Κροατία και 
Γαλλία) και η τρίτη από τα δείγματα της ανατολικής 
Μεσογείου (Κύπρος και Ισραήλ), της Νότιας Αφρικής 
και της Καλιφόρνιας. Είναι εμφανές ότι τα δείγματα 
της Καλιφόρνιας είναι περισσότερο απομακρυσμένα 
γενετικά από αυτά της δυτικής Μεσογείου και λιγότερο, 
αλλά επίσης διαφοροποιημένα και από αυτά της 
κεντρικής Μεσογείου, κάτι που επίσης απομειώνει την 
πιθανότητα ύπαρξης εισβολής στην Καλιφόρνια από 
τις δύο αυτές περιοχές. Αντιθέτως, τα δείγματα της 
Καλιφόρνιας παρουσιάζονται συγγενέστερα γενετικά με 
τα δείγματα της ανατολικής Μεσογείου και της Νότιας 
Αφρικής. Στην περίπτωση και αυτής της ανάλυσης 
διαφαίνεται, επίσης, ότι το δείγμα του San Luis Obispo 
του 2006 είναι εγγύτερο στο δείγμα της ανατολικής 
Μεσογείου από την περιοχή του Sde Boker του Ισραήλ, 
όπως αποτυπώνεται και στο διάγραμμα δύο διαστάσεων 
της MDS ανάλυσης (Εικόνα 53). 
Εικόνα 50. Αποτύπωση φυλογεωγραφικών σχέσεων μεταξύ του συνόλου των δειγμάτων, στο πλαίσιο της διερεύνησης της 
πιθανότητας πολλαπλών εισβολών του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια, με τη χρήση μοριακών δεικτών μιτοχονδριακού DNA 
(mtDNA). Το δενδρόγραμμα κατασκευάσθηκε με τη μέθοδο UPGMA - ύστερα από 100 διαδοχικές δειγματοληψίες - βάσει της 
εκτίμησης των γενετικών αποστάσεων σύμφωνα με τη μεθοδολογία του Nei (1972). Σημειώσεις: α) οι πληροφορίες για τις κωδικές 
ονομασίες των δειγμάτων παρέχονται στον Πίνακα 26, β) το κόκκινο πλαίσιο εντοπίζει την εσωτερική ομαδοποίηση του ισραηλινού 
δείγματος (Sde_IS) και του καλιφορνέζικου (SLO(06)_CA) και γ) τα δείγματα της βορειοδυτικής Αφρικής - εντός της ομάδας των 
ιβηρικών δειγμάτων - απεικονίζονται στο δενδρόγραμμα μέσα σε πράσινο πλαίσιο. 
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Εικόνα 51. Ανάλυση STRUCTURE: Εκτίμηση του πιθανού αριθμού υποπληθυσμών η οποία προκύπτει από τη διαίρεση της μέσης 
τιμής πιθανοτήτων πέντε ανεξάρτητων δοκιμών - για συγκεκριμένο κάθε φορά αριθμό Κ  - με την τυπική απόκλιση των δοκιμών 
αυτών. 
Εικόνα 53. Ανάλυση MDS που διενεργήθηκε για το σύνολο των δειγμάτων με τη βοήθεια του στατιστικού πακέτου SPSS και 
βασίσθηκε στη χρήση μήτρας γενετικών αποστάσεων (Nei, 1972). Τα δείγματα από το Ισραήλ (Sde_IS) και από την Καλιφόρνια 
(SLO(06)_CA) απεικονίζονται πάνω στο δισδιάστατο MDS διάγραμμα με κουκίδες κόκκινου χρωματισμού. 
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η ύπαρξη κάποιων μακρινών προγονικών σχέσεων 
μεταξύ των δειγμάτων της Καλιφόρνιας και της Νότιας 
Αφρικής. 
6. Ταυτότητα απλοτύπων
Στο πλαίσιο της επιβεβαίωσης των συνολικά 9 
πολυμορφισμών οι οποίοι ανιχνεύθηκαν με τη μέθοδο 
SSCP (Πίνακας 29), από τους τρεις χρησιμοποιηθέντες 
μοριακούς δείκτες του μιτοχονδριακού DNA (mtDNA) 
δάκου, επιχειρήθηκε η ανάλυσή τους σε επίπεδο 
πρωτοδιάταξης.
Γενετικός τόπος COI:
Η επεξεργασία και η στοίχιση των τριών αλληλουχιών 
(Εικόνα 54), που αντιπροσωπεύουν τους τρεις 
διαφορετικούς πολυμορφισμούς που ανιχνεύθηκαν 
από την SSCP ανάλυση του γενετικού τόπου της 
κυτοχρωμικής οξειδάσης Ι (COI), έγινε με τη χρήση του 
προγράμματος Omiga. Τα ευρήματα της ανάλυσης 
πρωτοδιάταξης των απλοτύπων επιβεβαιώνουν την 
5. Ροή γενετικής πληροφορίας
Για να διερευνηθεί περαιτέρω η πιθανότητα ύπαρξης 
πολλαπλών εισβολών στην ευρύτερη περιοχή της 
Καλιφόρνιας, έγινε προσπάθεια ταυτοποίησης του 
συνόλου των δειγμάτων της περιοχής με καθέναν 
από τους τρεις περιγραφέντες μεσογειακούς 
υποπληθυσμούς (της δυτικής, της κεντρικής και της 
ανατολικής Μεσογείου, με παραπέρα διαχωρισμό του 
τελευταίου σε κυπριακό και ισραηλινό), καθώς και 
με τον υποπληθυσμό της Νότιας Αφρικής (Πίνακας 
28). Το σύνολο των δειγμάτων της Καλιφόρνιας δεν 
ταυτίζεται ούτε με τον υποπληθυσμό της κεντρικής 
ούτε και με αυτόν της δυτικής Μεσογείου, γεγονός 
που επίσης απομακρύνει την πιθανότητα η εισβολή να 
πραγματοποιήθηκε από αυτές τις προαναφερθείσες 
περιοχές. Παρά τη μεγάλη ταύτιση των διαχρονικών 
δειγμάτων της Καλιφόρνιας με τις γονιδιακές δεξαμενές 
της Κύπρου και του Ισραήλ, η ανάλυση αυτή δεν 
υποδεικνύει κάποια πιθανότητα πολλαπλών εισβολών 
από την ευρύτερη περιοχή της ανατολικής Μεσογείου. 
Τέλος, από την παρούσα ανάλυση αποκαλύπτεται 
Πίνακας 28. Ταυτοποίηση των δειγμάτων της Καλιφόρνιας με καθέναν από τους τρεις περιγραφέντες υποπληθυσμούς της 
Μεσογείου (της δυτικής, της κεντρικής και της ανατολικής Μεσογείου, με περαιτέρω διαχωρισμό του τελευταίου σε κυπριακό και 
ισραηλινό), αλλά και με τον υποπληθυσμό της Νότιας Αφρικής. Συντομογραφίες: ΙΣ: Ισραηλινός, ΚΥ: Κυπριακός, ΝΑ: Νότια  Αφρική, 
Κ.Μ.: Κεντρική Μεσόγειος, Δ.Μ.: Δυτική Μεσόγειος.  
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στη θέση 154 ο απλότυπος Β διαφοροποιείται από τους 
άλλους δύο (Α και C), αφού αντί της γουανίνης (G) που 
έχουν οι τελευταίοι στη θέση αυτή στον απλότυπο Β 
υπάρχει μια αδενίνη (Α), όσο και στη θέση 214, που έχει 
μια θυμίνη (Τ) αντί της κυτοσίνης (C) που επίσης έχουν 
σε αυτή τη θέση οι δύο άλλοι απλότυποι (Α και Β). Τέλος, 
ο απλότυπος C διαφοροποιείται από τους άλλους δύο 
(A και Β), αφού στη θέση 163 έχει μια γουανίνη (G) αντί 
της αδενίνης (Α) που έχουν οι δύο τελευταίοι στην ίδια 
θέση. 
Γενετικός τόπος 12SrRNA:
Η επεξεργασία αλλά και η στοίχιση των τριών 
αλληλουχιών (Εικόνα 56), που αντιπροσωπεύουν 
τους τρεις διαφορετικούς πολυμορφισμούς που 
ανιχνεύθηκαν με την SSCP ανάλυση του γενετικού τόπου 
του ριβoσωμικού RNA 12S του μιτοχονδρίου, έγινε 
με τη χρήση του προγράμματος Omiga. Τα ευρήματα 
της ανάλυσης πρωτοδιάταξης των απλοτύπων 
επιβεβαιώνουν την ύπαρξη των τριών πολυμορφισμών 
που από πριν ανιχνεύθηκαν και εντοπίζουν τις μεταξύ 
τους διαφοροποιήσεις. Πιο συγκεκριμένα, όπως 
φαίνεται και στην Εικόνα 56 η διαφοροποίηση των 
τριών απλοτύπων εντοπίζεται στην περιοχή 196-205, 
όπου ο απλότυπος Α έχει μια σειρά 10 καταλοίπων 
αδενίνης, ενώ οι απλότυποι Β και Γ έχουν έλλειψη ενός 
και δύο καταλοίπων αντίστοιχα.  
ύπαρξη των τριών πολυμορφισμών και εντοπίζουν 
ακριβώς τις μεταξύ τους διαφοροποιήσεις. Πιο 
συγκεκριμένα, όπως φαίνεται και στην Εικόνα 54, στη 
θέση 28 στον απλότυπο Α της COI αντί της αδενίνης (Α) 
που έχουν οι απλότυποι Β και C, υπάρχει μια γουανίνη 
(G), η οποία τον διαφοροποιεί από τους άλλους δύο 
απλοτύπους της COI. Επίσης, στη θέση 85 ο απλότυπος 
Β διαφοροποιείται από τους άλλους δύο (Α και C), αφού 
αντί της αδενίνης (Α) που έχουν οι τελευταίοι στη θέση 
αυτή, στον απλότυπο Β υπάρχει μια γουανίνη (G). Τέλος, 
ο απλότυπος C διαφοροποιείται από τους άλλους δύο 
(A και Β) τόσο στη θέση 55, που έχει μια αδενίνη (Α) αντί 
της γουανίνης (G) που έχουν οι δύο τελευταίοι, όσο και 
στη θέση 98, που έχει μια θυμίνη (Τ) αντί της κυτοσίνης 
(C) που επίσης έχουν σε αυτή τη θέση οι δύο άλλοι 
απλότυποι (Α και Β).  
Γενετικός τόπος COII:
Η επεξεργασία και η στοίχιση των τριών αλληλουχιών 
(Εικόνα 55), που αντιπροσωπεύουν τους τρεις 
διαφορετικούς πολυμορφισμούς που ανιχνεύθηκαν 
από την SSCP ανάλυση του γενετικού τόπου της 
κυτοχρωμικής οξειδάσης ΙΙ (COIΙ), έγινε με τη χρήση 
του προγράμματος Omiga. Τα ευρήματα της ανάλυσης 
πρωτοδιάταξης των απλοτύπων επιβεβαιώνουν την 
ύπαρξη των τριών πολυμορφισμών και εντοπίζουν 
ακριβώς τις μεταξύ τους διαφοροποιήσεις. Πιο 
συγκεκριμένα, όπως φαίνεται και στην Εικόνα 55 τόσο 
Πίνακας 29. Αριθμός ανινχνευθέντων πολυμορφισμών σε καθέναν από του τρεις συνολικά δείκτες μιτοχονδριακού DNA που 
χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διδακτορική διατριβή. Στον Πίνακα αναφέρονται και τα μήκη των τμημάτων mtDNA που 
ενισχύονται.
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Εικόνα 54. Στοίχιση των τριών αλληλουχιών που αντιπροσωπεύουν τους τρεις διαφορετικούς απλοτύπους του γενετικού τόπου της 
COI του mtDNA δάκου. Οι συγκεκριμένοι απλότυποι ανιχνεύθηκαν με τη μέθοδο SSCP στο σύνολο των δειγμάτων που αναλύθηκαν. 
Εικόνα 55. Στοίχιση των τριών αλληλουχιών που αντιπροσωπεύουν τους τρεις διαφορετικούς απλοτύπους του γενετικού τόπου της 
COIΙ του mtDNA δάκου. Οι απλότυποι αυτοί ανιχνεύθηκαν με τη μέθοδο SSCP στο σύνολο των δειγμάτων που αναλύθηκαν.  
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Εικόνα 56. Στοίχιση των τριών αλληλουχιών που αντιπροσωπεύουν τους τρεις διαφορετικούς απλοτύπους του γενετικού τόπου του 
ριβοσωμικού RNA 12S του μιτοχονδρίου. Οι συγκεκριμένοι απλότυποι ανιχνεύθηκαν με τη μέθοδο SSCP στο σύνολο των δειγμάτων 
που αναλύθηκαν.   
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καθώς και οι βασικότερες αλλαγές στις συνθήκες 
εκτροφής του στελέχους αποτυπώνονται στην Εικόνα 
57.  
Η βασική επιδίωξη αυτού του σκέλους της παρούσας 
μελέτης είναι ο καθορισμός του βαθμού γενετικής 
διαφοροποίησης του εργαστηριακού στελέχους, 
αναφορικά με τον ιδρυτικό φυσικό πληθυσμό. Για την 
παρακολούθηση της διαδικασίας  αποικιοποίησης 
του στελέχους πραγματοποιήθηκε ανάλυση με τη 
χρήση των δέκα μικροδορυφορικών δεικτών που 
περιγράφονται σε προηγούμενο σημείο της παρούσας 
διατριβής (βλ. Υλικά και Μέθοδοι,  § 6.1., Πίνακα 5). Πιο 
συγκεκριμένα, από τις 22 πρώτες γενεές, αναλύθηκαν 
επιλεκτικά οι 8 (συνολικά 219 άτομα). Η επιλογή 
των 8 γενεών πραγματοποιήθηκε στην πορεία της 
ανάλυσης, με γνώμονα την απόκτηση μιας ξεκάθαρης 
εικόνας του προτύπου της διαμορφούμενης γενετικής 
διαφοροποίησης. Στον Πίνακα 30 παρατίθενται 
λεπτομερειακά οι γενεές οι οποίες αναλύθηκαν καθώς 
και ο αριθμός των ατόμων ανά γενεά.      
Δ. Μελέτη της προσαρμογής ενός 
ισραηλινού αποικιοποιημένου στελέχους 
δάκου σε  τεχνητές συνθήκες εκτροφής
1. Γενικά
Απαραίτητη προϋπόθεση για την αποτελεσματική 
εφαρμογή της Τεχνικής του Στείρου Εντόμου (SIT: Sterile 
Insect Technique) είναι η ανάπτυξη ενός εύρωστου, μαζικά 
εκτρεφόμενου εργαστηριακού στελέχους. Η ανάπτυξη 
ενός τέτοιου στελέχους του δάκου είναι αντικείμενο 
προσπαθειών αφενός της Διεθνούς Επιτροπής Ατομικής 
Ενέργειας (IAEA: International Atomic Energy Agency) 
στη Βιέννη και αφετέρου του Τομέα Εντομολογίας του 
Οργανισμού Γεωργικών Ερευνών Bet Dagan του Ισραήλ. 
Η προσπάθεια στο Ισραήλ ξεκίνησε τον Ιούνιο του έτους 
2007 με την αποικιοποίηση, σε συνθήκες εργαστηρίου, 
στελέχους δάκου προερχόμενου από συλλήψεις της 
ευρύτερης περιοχής του Τελ Αβίβ. Η διακύμανση των 
πληθυσμιακών μεγεθών κάθε εργαστηριακής γενεάς 
Εικόνα 57. Στο σχήμα αναπαριστάνονται τόσο η πληθυσμιακή διακύμανση του εργαστηριακού στελέχους όσο και οι βασικότερες 
μεταβολές στις συνθήκες εκτροφής. Οι αριθμοί στην κορυφή κάθε ιστού αντιπροσωπεύουν το πληθυσμιακό μέγεθος κάθε γενεάς. 
Μεταξύ της F11 και F22 γενεάς τα πληθυσμιακά μεγέθη κυμαίνονται από 3.000 έως 4.000 άτομα. 
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3. Γενετική δομή του εργαστηριακού 
στελέχους
Η ανάλυση της στατιστικής σημαντικότητας των τιμών 
FST μεταξύ του συνόλου των αναλυμένων γενεών του 
εργαστηριακού στελέχους, έδειξε πως δεν υπάρχει 
στην ουσία κάποια ομαδοποίηση μεταξύ τους, αφού οι 
διαφορές των τιμών FST είναι στατιστικά σημαντικές. 
Μόνη εξαίρεση αποτελούν οι δύο πρώτες γενεές του 
εργαστηριακού στελέχους (οι F0 και F1), διότι η τιμή FST 
δεν είναι στατιστικά σημαντική (Πίνακας 31). Φαίνεται 
λοιπόν πως οι εργαστηριακές γενεές F0 και F1 δεν 
παρουσιάζουν ουσιαστική γενετική διαφοροποίηση 
μεταξύ τους, ωστόσο είναι διαφοροποιημένες από όλες 
τις υπόλοιπες.
Η μικρότερη γενετική απόσταση μεταξύ του συνόλου 
των γενεών που αναλύθηκαν έχει τιμή 0,0306 και είναι 
μεταξύ των γενεών F11 και F22 (βλ. Πίνακα 31). Αντίθετα, 
τη μεγαλύτερη γενετική απόσταση εμφανίζουν οι 
γενιές F3 και F22 (βλ. Πίνακα 31), με τιμή 0,4244. Οι ίδιες 
γενετικές αποστάσεις χρησιμοποιήθηκαν, επίσης, για 
την κατασκευή δενδρογράμματος με τη μέθοδο UPGMA 
(Εικόνα 60). Η τοπολογία αυτού του δενδρογράμματος 
επιβεβαιώνεται στους δύο βασικούς κόμβους με σχετικά 
υψηλές τιμές bootstrap (100% και 86% αντίστοιχα). Οι 
μείζονες ομαδοποιήσεις υποδεικνύουν το διαχωρισμό 
των γενεών F0 και F1 από το σύνολο των υπολοίπων, 
καθώς και την ύπαρξη δύο άλλων ομάδων, μίας που 
περιλαμβάνει τις γενεές F2, F3 και F5, και μίας άλλης που 
περιλαμβάνει τις υπόλοιπες γενεές (F8, F11 και F22).
2.  Γενετική διαφοροποίηση του αποικιοποιημένου 
εργαστηριακού στελέχους του Ισραήλ
Οι παράμετροι που χρησιμοποιήθηκαν προκειμένου 
να εκτιμηθεί σε αδρές γραμμές το διαμορφούμενο 
γενετικό πλαίσιο που προκύπτει από τη  διαδικασία 
αποικιοποίησης του συγκεκριμένου εργαστηριακού 
στελέχους, είναι οι μέσες τιμές του πραγματικού (na) και 
του δραστικού αριθμού (ne) αλληλομόρφων, καθώς και 
της παρατηρούμενης ομοζυγωτίας και ετεροζυγωτίας 
(Hοo και Heo αντίστοιχα, Εικόνα 58 [α έως δ]). 
Αυτό που παρατηρείται αναφορικά με τις μέσες τιμές 
του πραγματικού αριθμού αλληλομόρφων (Εικόνα 
58[α]) είναι η δραστική μείωσή τους μέσα στο χρονικό 
πλαίσιο των 22 γενεών. Επιπρόσθετα, παρόλη τη 
διακύμανση των μέσων τιμών του δραστικού αριθμού 
αλληλομόρφων η οποία παρατηρείται στις 5 πρώτες 
γενεές (Εικόνα 58[β]), φαίνεται τελικά μια σταθερή και 
δραστική μείωση του αριθμού τους στις 17 γενεές που 
ακολουθούν (από την επόμενη της F5 γενεάς έως και την 
F22 γενεά). Επιπλέον, σε ευθυγράμμιση με τα αμέσως 
προηγούμενα ευρήματα, παρατηρείται διακύμανση των 
μέσων τιμών της παρατηρούμενης ετεροζυγωτίας έως 
την F5 γενεά του στελέχους (Εικόνα 58 [γ]), αλλά επίσης 
μια σταθερή και δραστική μείωση του αριθμού των 
ετεροζυγωτικών γονοτύπων στις γενεές που έπονται 
της F5. Σε αντίθεση με τη διαφαινόμενη τάση του, 
σχεδόν, υποδιπλασιασμού των συνολικών μέσων τιμών 
των εξεταζόμενων δεικτών πολυμορφισμού (na, ne, και 
Heo) (Εικόνα 59), η παρατηρούμενη ομοζυγωτία (Εικόνα 
58[δ]) ακολουθεί αντίστροφη πορεία, παρουσιάζοντας 
σταδιακή αύξηση από την F2 γενεά και ύστερα.
Πίνακας 30. Αριθμός, χρονική διασπορά γενεών, καθώς και συνολικός αριθμός ατόμων που αναλύθηκαν, προκειμένου να 
παρακολουθηθεί η διαδικασία γενετικής διαφοροποίησης του αποικιοποιημένου εργαστηριακού στελέχους. 
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Εικόνα 58 [α έως δ]. Παρακολούθηση της γενετικής διαφοροποίησης του εργαστηριακού στελέχους με τη χρήση τεσσάρων 
διαφορετικών παραμέτρων ( [α]: na, [β]: ne,, [γ]: Heο  και [δ]: Hοο).
Εικόνα 59. Η παρατηρούμενη εκατοστιαία μείωση τριών δεικτών πολυμορφισμού του ισραηλινού αποικιοποιημένου εργαστηριακού 
στελέχους δάκου, η οποία έλαβε χώρα σε διάστημα 22 γενεών. Συντομογραφίες: na: πραγματικός αριθμός αλληλομόρφων, ne: 
δραστικός αριθμός αλληλομόρφων, He: ετεροζυγωτία. 
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Πίνακας 31. Ο πίνακας περιλαμβάνει τις γενετικές αποστάσεις που υπολογίστηκαν σύμφωνα με τη μέθοδο του Nei (1972) (κάτω 
από τη διαγώνιό του), καθώς και τις τιμές FST και τη στατιστική σημαντικότητά τους (πάνω από τη διαγώνιό του). Η περιοχή με το 
πράσινο χρώμα δείχνει πως γενετική εγγύτητα εντοπίζεται μόνο μεταξύ των δύο πρώτων γενεών του εργαστηριακού στελέχους. 
Συντομογραφίες: NS: μη στατιστικά σημαντικό, ***P<0,001, **P<0,005, *P<0,01. 
Εικόνα 60. UPGMA δενδρόγραμμα το οποίο αποτυπώνει τις γενετικές σχέσεις μεταξύ των γενεών του ισραηλινού εργαστηριακού 
στελέχους δάκου που αναλύθηκαν.
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διακριτός (τριπλός) χρωματικός κώδικας (αφού Κ=3) 
του προγράμματος STRUCTURE, όπως φαίνεται και 
στην Εικόνα 62, διαφοροποιεί ουσιωδώς τις δύο πρώτες 
γενεές του εργαστηριακού στελέχους F0 και F1, από τις 
τρεις τελευταίες που αναλύθηκαν (δηλαδή τις γενεές F8, 
F11 και F22), αλλά και από τις ενδιάμεσες γενεές (F2, F3 και 
F5). Ωστόσο, πρέπει να σημειωθεί ότι η γενεά F8 φαίνεται 
να διαμορφώνει ένα περισσότερο «μεταβατικό γενετικό 
προφίλ» τόσο μεταξύ των ενδιάμεσων (F2, F3 και F5) όσο 
και των δύο τελευταίων γενεών (F11 και F22). Στον Πίνακα 
32 παρατίθενται οι μέσες τιμές των πιθανοτήτων 
γενετικής συγγένειας της καθεμίας εργαστηριακής 
γενεάς, με καθεμία από τις τρεις -υποθετικά ορισθείσες 
– τιμές Κ. Οι μέσες τιμές των πιθανοτήτων λαμβάνονται 
από μία ανεξάρτητη δοκιμή του στατιστικού πακέτου 
STRUCTURE για Κ=3. Όπως φαίνεται από τα δεδομένα 
του Πίνακα 32 οι δύο πρώτες (F0 και F1) και οι δύο 
τελευταίες γενεές (F11 και F22) διαφοροποιούνται τόσο 
μεταξύ τους όσο και από τις υπόλοιπες γενεές (τις F2, F3, 
F5 και F8).
 
Η ανάλυση με το πρόγραμμα STRUCTURE διενεργήθηκε 
βασισμένη στον ορισμό τιμών Κ μεταξύ ενός και οκτώ. 
Χρησιμοποιήθηκε το μοντέλο χωρίς προσμίξεις (no-
admixture model), για το λόγο ότι στη μελέτη ενός 
κλειστού συστήματος μαζικής εκτροφής εργαστηριακού 
στελέχους δεν υφίσταται γονιδιακή ροή. Η κατασκευή 
του δενδρογράμματος αποκάλυψε την ύπαρξη τριών 
υποπληθυσμών, όπως ήδη έχει αναφερθεί (βλ. Εικόνα 
60). Ωστόσο, η καμπύλη των πιθανοτήτων του Κ (μεταξύ 
Κ=1 και Κ=8 ) δεν ξεκαθαρίζει αν η τιμή του μπορεί να 
είναι πάνω από τρία, κι αυτό γιατί όπως φαίνεται στην 
Εικόνα 61[α] συνεχίζει την αυξητική της τάση και πάνω 
από την τιμή Κ=3. Για να εξαχθούν περισσότερο ασφαλή 
συμπεράσματα δημιουργήθηκε κατά τα προηγούμενα 
πρότυπα (βλ. κεφάλαιο Α, § 6) μια τροποποιημένη 
καμπύλη πιθανοτήτων του Κ, διαιρώντας τη μέση 
τιμή πιθανοτήτων πέντε ανεξάρτητων δοκιμών - που 
διενεργούνται για τον συγκεκριμένο αριθμό Κ που 
ορίζεται κάθε φορά - με την τυπική απόκλιση των 
δοκιμών αυτών (Εικόνα 61[β]). Βάσει του διαγράμματος 
φαίνεται πως η πιθανότερη τιμή του Κ είναι 3. Ο 
Εικόνα 61. Ανάλυση STRUCTURE: μέση τιμή πιθανοτήτων του Κ για το σύνολο εργαστηριακών γενεών που αναλύθηκαν (μεταξύ 
Κ=1 και Κ=8) με τη χρήση του μοντέλου χωρίς προσμίξεις (no-admixture model). Κάθε τιμή πιθανότητας του Κ αντικατοπτρίζει το 
μέσο όρο πέντε ανεξάρτητων δοκιμών. (α) Εκτίμηση του αριθμού Κ βάσει της καμπύλης πιθανοτήτων του Κ. (β) Ασφαλέστερη 
εκτίμηση του αριθμού Κ βάσει της τροποποιημένης καμπύλης η οποία προκύπτει από τη διαίρεση της μέσης τιμής πιθανοτήτων 
πέντε ανεξάρτητων δοκιμών - για συγκεκριμένο κάθε φορά αριθμό Κ  - με την τυπική απόκλιση των δοκιμών αυτών.
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από τα αρχικά δείγματα που αναλύθηκαν και 
περιλαμβάνει τις δύο πρώτες γενεές του εργαστηριακού 
στελέχους (F0 και F1), η δεύτερη συγκροτείται από τις 
ενδιάμεσες γενεές που αναλύθηκαν (F2, F3 και F5) και, 
τέλος, η τρίτη περιλαμβάνει τις τρεις τελευταίες γενεές 
που αναλύθηκαν (F8, F11 και F22), οι οποίες εμφανίζουν 
τη μεγαλύτερη γενετική διαφοροποίηση από όλές τις 
άλλες.
Επιπλέον, επιχειρήθηκε η διερεύνηση της γενετικής 
δομής του εργαστηριακού στελέχους με τη διενέργεια 
ανάλυσης MDS (multidimensional scaling analysis), 
μέσω του στατιστικού πακέτου SPSS. Η ανάλυση αυτή 
βασίσθηκε στη χρήση μήτρας γενετικών αποστάσεων 
μεταξύ του συνόλου των δειγμάτων, οι οποίες 
υπολογίσθηκαν σύμφωνα με τη μέθοδο του Nei (1972). 
Τα ευρήματά της (Εικόνα 63), δείχνουν επίσης την πιθανή 
ύπαρξη τριών ομάδων δειγμάτων: η πρώτη συγκροτείται 
Εικόνα 62. Ανάλυση STRUCTURE: εκτιμούμενη εσωτερική δομική γενετική διαφοροποίηση του συνόλου των γενεών που 
αναλύθηκαν, βασισμένη στις συχνότητες αλληλομόρφων. Κάθε άτομο, κάθε δείγματος, αναπαριστάνεται με έναν μοναδικό ιστό, 
ο οποίος περιλαμβάνει σε διαφορετική αναλογία τρεις διαφορετικούς χρωματισμούς, όσες δηλαδή είναι και οι ορισθείσες τιμές Κ 
(Κ=3). 
Πίνακας 32. Μέσες τιμές των πιθανοτήτων γενετικής συγγένειας των δειγμάτων του ισραηλινού εργαστηριακού στελέχους με 
καθεμία από τις τρεις ορισθείσες ομάδες, που λαμβάνονται από μία ανεξάρτητη δοκιμή του προγράμματος STRUCTURE για Κ=3. 
Οι τιμές με έντονη γραφή αναφέρονται στις υψηλότερες πιθανότητες γενετικής συγγένειας που παρουσιάζει κάθε δείγμα με κάθε 
μία από τις τρεις ορισθείσες ομάδες.  
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έχοντα γενετική σχέση με την ομάδα Β και το 6,38% 
των ατόμων με την ομάδα Γ (Πίνακας 33). Τα άτομα 
της ομάδας Β παρουσίασαν επίσης υψηλά ποσοστά 
ταύτισης με την αντίστοιχη ομάδα προέλευσής τους 
(84,44%· βλ. Πίνακα 33) και μόλις το 8,89% και 6,67% 
των ατόμων αναγνωρίστηκαν ως έχοντα γενετική 
εγγύτητα με την Α και Γ ομάδα αντίστοιχα (βλ. Πίνακα 
33). Τέλος, η ταυτοποίηση των ατόμων της Γ ομάδας 
πραγματοποιήθηκε σχεδόν ορθά, σε ποσοστό της τάξης 
του 93,9%, με μόλις 6,1% των ατόμων (βλ. Πίνακα 33) 
να σχετίζονται γενετικά με τη Β ομάδα.
4. Γενετική διαφοροποίηση του εργαστηριακού 
στελέχους 
Το στατιστικό πακέτο GENECLASS χρησιμοποιήθηκε 
προκειμένου να ταυτοποιηθεί το σύνολο των ατόμων 
που αναλύθηκαν, αναφορικά με τη γενεά του 
εργαστηριακού στελέχους από την οποία προέρχονται. 
Από την ανάλυση προκύπτει η ορθή ταυτοποίηση 
ενός ποσοστού 77,7% των ατόμων (170 ατόμων επί 
συνόλου 219). Ακολούθως, όταν έγινε προσπάθεια 
ταυτοποίησης του συνόλου των ατόμων του 
εργαστηριακού στελέχους σε σχέση με τις τρεις ομάδες 
αναφοράς (την Α που περιλαμβάνει τις δύο πρώτες 
γενεές του εργαστηριακού στελέχους [τις F0 και F1], τη 
Β που περιλαμβάνει τις ενδιάμεσες γενεές [τις F2, F3 
και F5] και τέλος τη Γ που περιλαμβάνει τις τελευταίες 
γενεές που αναλύθηκαν [τις F8, F11 και F22]), 195 - από 
τα συνολικά 219 άτομα - ταυτοποιήθηκαν σύμφωνα 
με την ομάδα προέλευσής τους. Αυτό αντιστοιχεί 
σε ποσοστό 89,04%. Αναλυτικότερα, τα άτομα της 
ομάδας Α ταυτοποιήθηκαν ορθά σε ποσοστό 89,36%, 
εντούτοις το 4,26% των ατόμων αναγνωρίστηκαν ως 
Εικόνα 63. Ανάλυση MDS (multidimensional scaling analysis) η οποία διενεργήθηκε με τη χρήση του στατιστικού πακέτου SPSS, για 
το σύνολο των γενεών του εργαστηριακού στελέχους που χρησιμοποιήθηκαν στη παρούσα μελέτη. Η ανάλυση βασίσθηκε στη 
χρήση μήτρας γενετικών αποστάσεων που υπολογίσθηκε σύμφωνα με τη μέθοδο του Nei (1972).
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
143
μικροδορυφόροι. Οι συγκεκριμένοι δείκτες δεν 
υφίστανται επιλογική πίεση, παρά μόνο εάν βρίσκονται 
σε στενή σύνδεση με μία γονιδιωματική περιοχή που 
επιλέγεται (φαινόμενο οτοστόπ [hitch-hiking]). Έτσι, 
υποθέτοντας πως η κατανομή του LnRH σε συνθήκες 
«επιλογικής» ουδετερότητας είναι κανονική, αυτή η 
δοκιμή προσπαθεί να εντοπίσει αποκλίσεις από αυτή 
την κατάσταση ουδετερότητας, προσδιορίζοντας 
ταυτόχρονα και το μοριακό δείκτη που ευθύνεται 
για αυτές τις αποκλίσεις. Επειδή ακριβώς το LnRH 
παρουσιάζει κανονική κατανομή σε συνθήκες 
ουδετερότητας, η κανονικοποίηση των τιμών του 
(standardization) θα σημαίνει πως το 95% των ουδέτερων 
γενετικών δεικτών αναμένεται να έχουν τιμές μεταξύ του 
διαστήματος ±1,96. Έτσι, κάθε γενετικός δείκτης που 
βρίσκεται εκτός του συγκεκριμένου διαστήματος μπορεί 
να υφίσταται τη δράση του συστηματικού φαινομένου 
της επιλογής. Ωστόσο, επιβάλλεται ο περαιτέρω έλεγχος 
της στατιστικής σημαντικότητας των ευρημάτων με το 
τεστ One-way ANOVA. Στη συγκεκριμένη περίπτωση ο 
γενετικός τόπος καθορίζεται ως παράγοντας (factor) και 
η τιμή του LnRH ως εξαρτημένη μεταβλητή (dependent 
variable). Οι διαφορές μεταξύ των γενετικών δεικτών 
5. Πίεση επιλογής και πολυμορφικοί γενετικοί 
τόποι
Για την κατανόηση των αλλαγών που συμβαίνουν 
στο εργαστηριακό στέλεχος του δάκου κατά τη 
διαδικασία της αποικιοποίησής του, είναι σημαντικός 
ο συσχετισμός της διακύμανσης των συχνοτήτων των 
αλληλομόρφων των μικροδορυφορικών δεικτών με μία 
από τις δύο βασικές εξελικτικές δυνάμεις που δρουν 
πάνω στην υφιστάμενη γενετική ποικιλομορφία: την 
τυχαία γενετική παρέκκλιση ή την επιλογική πίεση. 
Για το σκοπό αυτό επιλέχθηκαν δύο ανεξάρτητες 
προσεγγίσεις προκειμένου να επιτευχθεί ο στόχος που 
μόλις περιγράφηκε.   
Η πρώτη προσέγγιση αφορά τη χρήση μιας αρκετά 
διαδεδομένης δοκιμής, αυτής του LnRH. Συγκεκριμένα, η 
δοκιμή LnRH συγκρίνει της αναμενόμενες ετεροζυγωτίες 
(He) μεταξύ δύο πληθυσμών, εκφράζοντάς τες ως το 
νεπέριο λογάριθμο του λόγου τους, σύμφωνα με την 
παρακάτω εξίσωση (Kauer et al., 2003):
LnRH=[((1/1 - Hpop1))2 - 1)/((1/1 - Hpop2))2 -1)]
Αυτή η δοκιμή βασίζεται στον ουδέτερο χαρακτήρα 
μοριακών δεικτών, όπως είναι για παράδειγμα οι 
Πίνακας 33. Ταυτοποίηση του συνόλου των ατόμων που χρησιμοποιήθηκαν στην ανάλυση, με καθεμία από τις τρεις ορισθείσες 
ομάδες αναφοράς. Με έντονη γραφή υποδηλώνονται τα ποσοστά ταυτοποίησης των ατόμων με τις αντίστοιχες ομάδες προέλευσής 
τους.
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εξελικτικής ουδετερότητας (LnRH=-1,961· Εικόνα 64[β]). 
Όλες οι τιμές LnRH μεταξύ των υπολοίπων ζευγών 
μικροδορυφορικών δεικτών δεν παρουσίασαν καμία 
στατιστικά σημαντική διαφοροποίηση. Συνεπώς, όπως 
φαίνεται, έστω και οριακά, ο μικροδορυφορικός δείκτης 
Boms2 είναι υποψήφιος για την άσκηση επιλογικών 
δυνάμεων.
Η δεύτερη προσέγγιση αφορά τη χρήση του 
προγράμματος Populus (version 5.4; Copyright © 
2007 D. N. Alstad, University of Minnesota; www.
cbs.umn.edu/populus). Το συγκεκριμένο λογισμικό 
προσομοιάζει τη δράση της πίεσης επιλογής σε ένα 
καθοριζόμενο βάθος χρόνου, πάνω στα αλληλόμορφα 
πολυμορφικών δεικτών, όπως είναι οι πολυμορφισμοί 
των μικροδορυφορικών δεικτών που χρησιμοποιήθηκαν 
στην παρούσα ανάλυση. Το μοντέλο προσομοίωσης 
λαμβάνει υπόψη τις σχετικές αρμοστικότητες (βλ. 
Παραρτήματα, κεφάλαιο Γ, στατιστικό πακέτο Populus 
5.4) όλων των όλων των γονοτυπικών συνδυασμών του 
προς εξέταση δείκτη, σταθμίζοντάς τες με τις αρχικές 
συχνότητες των αλληλομόρφων του. Συγκρίνοντας 
το διαμορφούμενο προφίλ των προβλεπόμενων 
από το μοντέλο προσομοίωσης αλληλομορφικών 
συχνοτήτων (οι οποίες είναι απόρροια της δράσης της 
επιλογικής πίεσης) με το προφίλ των παρατηρούμενων 
αλληλομορφικών συχνοτήτων, καθίσταται δυνατός - 
για κάθε ένα αλληλόμορφο κάθε δείκτη - ο διαχωρισμός 
εντοπίζονται με τη χρήση του Least Significant Difference 
(LSD) Fisher’s test. Όλες οι παραπάνω αναλύσεις 
πραγματοποιήθηκαν με τη βοήθεια του στατιστικού 
πακέτου SPSS.       
Έτσι, υπολογίστηκαν αρχικά οι λόγοι της αναμενόμενης 
ετεροζυγωτίας (LnRH), μεταξύ δύο ζευγών δειγμάτων: 
α) των δειγμάτων των γενεών F3 και F5 και β) των 
δειγμάτων των γενεών F5 και F11. Σε αυτό το σημείο 
πρέπει να αναφερθεί ότι η F3 γενεά θεωρήθηκε ως μια 
καλή βάση εκκίνησης των συγκρίσεων, για το λόγο ότι 
οι δυνητικά εμφανιζόμενες επιλογικές δυνάμεις κατά 
τη διαδικασία της αποικιοποίησης, θα μπορούσαν σε 
κάποιο βαθμό να τεκμηριωθούν. Επίσης, επιλέχθηκε 
η προτελευταία γενεά που αναλύθηκε (η F11) και 
όχι η τελευταία (F22), προκειμένου να αποφευχθούν 
μηδενικές τιμές He, για τις οποίες ο νεπέριος λογάριθμος 
τείνει στο άπειρο. Εξάλλου, οι αλλαγές στα επίπεδα 
της ετεροζυγωτίας μεταξύ F11 και F22 είναι πρακτικά 
ασήμαντες. Σύμφωνα με την ανάλυση One-way ANOVA 
καμία από τις τιμές LnRH δεν παρουσίασε στατιστικά 
σημαντικές διαφορές. Ωστόσο, οι τιμές LnRH μεταξύ των 
γενεών F5-F11 για το μικροδορυφορικό γενετικό τόπο 
Boms2 ήταν διαφοροποιημένες σε οριακά στατιστικά 
σημαντικό βαθμό (μεταξύ των γενετικών δεικτών 
Boms2 και Boms30, σύμφωνα με το Least Significant 
Difference Fisher’s test), ως αποτέλεσμα της οριακής 
απόκλισης της ετεροζυγωτίας από την κατάσταση 
Εικόνα 64. Κανονικοποιημένες (standardized) τιμές LnRH μεταξύ των γενεών F3 και F5 (α) και F5 και F11 (β). Οι διακεκομμένες γραμμές 
αντιπροσωπεύουν το διάστημα εμπιστοσύνης 95% της κανονικής κατανομής. Οι θετικές τιμές LnRH αντιστοιχούν στην αύξηση της 
γενετικής παραλλακτικότητας στο χρόνο.
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αλληλομόρφου C (την οποία επίσης προσομοιάζει 
επιτυχώς). Όλες οι υπόλοιπες διαφοροποιήσεις των 
αλληλομορφικών συχνοτήτων μπορούν πιθανότατα να 
αποδοθούν στην τυχαία γενετική παρέκκλιση.
Στο γενετικό τόπο Boms30, όπως φαίνεται στην Εικόνα 
67 [α], στην F3 γενεά του εργαστηριακού στελέχους 
ανιχνεύονται συνολικά τέσσερα αλληλόμορφα: τα 
Α, C, F με συχνότητες 0,53, 0,12, 0,33 αντίστοιχα και 
το G με οριακά ανιχνευόμενη συχνότητα της τάξης 
του 0,017. Μετά από 22 εργαστηριακές γενεές τα 
αλληλόμορφα Α, C και F αποκτούν συχνότητες 0,48, 
0,41 και 0,12, αντίστοιχα, ενώ το αλληλόμορφο G 
εξαφανίζεται (Εικόνα 67 [α]). Τα ευρήματα του μοντέλου 
προσομοίωσης (Εικόνα 67 [β]) επιβεβαιώνονται μόνο 
ως προς το σκέλος της αύξησης της συχνότητας του 
αλληλομόρφου C (αφού το μοντέλο προσομοιάζει με 
αρκετή ακρίβεια τη μεταβολή της συχνότητάς του με 
την πάροδο των εργαστηριακών γενεών). Οι υπόλοιπες 
διαφοροποιήσεις των αλληλομορφικών συχνοτήτων 
μπορούν πιθανότατα να αποδοθούν στην τυχαία 
γενετική παρέκκλιση.
Στα Παραρτήματα (βλ. κεφάλαιο Δ) παρατίθενται τα 
ιστογράμματα των παρατηρούμενων αλληλομορφικών 
συχνοτήτων και τα διαγράμματα των προσομοιωτικών 
προφίλ του προγράμματος Populus 5.4, για κάθε ένα 
μικροδορυφορικό δείκτη που χρησιμοποιήθηκε στην 
παρούσα μελέτη αλλά που δεν παρουσίασε κάποιο 
ενδιαφέρον. 
των επιλογικών ή τυχαίων εξελικτικών δυνάμεων που 
αυτό υφίσταται.
Σύμφωνα με τη συγκεκριμένη ανάλυση ο γενετικός 
τόπος Boms2 παρουσίασε σε μεγάλο βαθμό 
συσχέτιση μεταξύ του προφίλ των παρατηρούμενων 
αλληλομορφικών συχνοτήτων και του προφίλ 
αλληλομορφικών συχνοτήτων που διαμόρφωσε το 
προσομοιωτικό μοντέλο, και μάλιστα για το σύνολο 
των τριών αλληλομόρφων του (A, B και C) (Εικόνα 65 
[α,β]). 
Οι γενετικοί τόποι Boms25 και Boms30 παρουσίασαν 
συσχέτιση μεταξύ τόσο του παρατηρούμενου όσο και του 
προσομοιωτικού προφίλ αλληλομορφικών συχνοτήτων, 
όχι όμως για το σύνολο των αλληλομόρφων τους αλλά 
για μέρος αυτών. Πιο συγκεκριμένα: 
Στο γενετικό τόπο Boms25, όπως φαίνεται στην Εικόνα 
66 [α], στην F3 γενεά του εργαστηριακού στελέχους 
ανιχνεύονται συνολικά πέντε αλληλόμορφα: τα Α, 
Β και C με συχνότητες 0,11, 0,64, 0,21 αντίστοιχα 
και τα E και J με οριακά ανιχνευόμενες ισοδύναμες 
συχνότητες της τάξης του 0,02 αντίστοιχα. Μετά από 
22 εργαστηριακές γενεές τα αλληλόμορφα Α, Β και Ε 
αποκτούν συχνότητες 0,59, 0,39 και 0,02 αντίστοιχα, 
ενώ τα αλληλόμορφα C και J εξαφανίζονται (Εικόνα 66 
[α]). Τα ευρήματα του μοντέλου προσομοίωσης (Εικόνα 
66 [β]) επιβεβαιώνονται μόνο ως προς το σκέλος της 
αύξησης της συχνότητας του αλληλομόρφου Α (αφού το 
μοντέλο προσομοιάζει με αρκετή ακρίβεια τη μεταβολή 
της συχνότητάς του) και ως προς την εξαφάνιση του 
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Εικόνα 65. (α) Παρατηρούμενες αλλαγές στις συχνότητες αλληλομόρφων του μικροδορυφορικού δείκτη Boms2 από τη γενεά F3 έως 
τη γενεά F22. (β) Προσομοιωτικό προφίλ αλληλομορφικών συχνοτήτων του ίδιου δείκτη, όπως προκύπτει από το πρόγραμμα Populus 
5.4 (από τη γενεά F3 έως τη γενεά F22). Ο αριθμός 1 αντιστοιχεί στο αλληλόμορφο Α, ο αριθμός 2 αντιστοιχεί στο αλληλόμορφο Β 
και αριθμός 3 αντιστοιχεί στο αλληλόμορφο C.
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Εικόνα 66. (α) Παρατηρούμενες αλλαγές στις συχνότητες αλληλομόρφων του μικροδορυφορικού δείκτη Boms25 από τη γενεά F3 
έως τη γενεά F22. (β) Προσομοιωτικό προφίλ αλληλομορφικών συχνοτήτων του ίδιου δείκτη, όπως προκύπτει από το πρόγραμμα 
Populus 5.4 (από τη γενεά F3 έως τη γενεά F22). Ο αριθμός 1 αντιστοιχεί στο  αλληλόμορφο Α,  ο αριθμός 2 στο αλληλόμορφο Β, ο 
αριθμός 3 στο αλληλόμορφο C, ο αριθμός 4 στο αλληλόμορφο D, ο αριθμός 5 στο αλληλόμορφο Ε, ο αριθμός 6 στο αλληλόμορφο 




































F3 F5 F11 F22
(a)
3 4 521 8 9 1076
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
148
Εικόνα 67. (α) Παρατηρούμενες αλλαγές στις συχνότητες αλληλομόρφων του μικροδορυφορικού δείκτη Boms30 από τη γενεά F3 
έως τη γενεά F22. (β) Προσομοιωτικό προφίλ αλληλομορφικών συχνοτήτων του ίδιου δείκτη, όπως προκύπτει από το πρόγραμμα 
Populus 5.4 (από τη γενεά F3 έως τη γενεά F22). Ο αριθμός 1 αντιστοιχεί στο αλληλόμορφο Α, ο αριθμός 2 στο αλληλόμορφο Β, ο 
αριθμός 3 στο αλληλόμορφο C, ο αριθμός 4 στο αλληλόμορφο D, ο αριθμός 5 στο αλληλόμορφο Ε, ο αριθμός 6 στο  αλληλόμορφο 
F, ο αριθμός 7 στο αλληλόμορφο G.
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Στην παρούσα εργασία, προκειμένου να μελετηθεί η 
πληθυσμιακή δομή του δάκου της ελιάς στην περιοχή 
της εισβολής και να απαντηθεί το ερώτημα του εάν η 
παρουσία του όλα αυτά τα χρόνια είναι το αποτέλεσμα 
ενός μοναδικού συμβάντος βιολογικής εισβολής ή 
το αποτέλεσμα ανεξάρτητων γεγονότων βιολογικών 
εισβολών, αλλά και να προσδιοριστεί η γεωγραφική 
προέλευσή της/τους, αναλύθηκαν 14 δείγματα (συνολικά 
369 ατόμων), των οποίων η συλλογή έλαβε χώρα σε οκτώ 
διαφορετικές περιοχές της Πολιτείας κατά τη δεκαετία 
1999-2009. Εκτός από τα δείγματα της Καλιφόρνιας, 
στην ανάλυση προστέθηκε και ένα επιπλέον δείγμα (18 
ατόμων) της ανατολικής Μεσογείου (συγκεκριμένα από 
την περιοχή του Ισραήλ). Τα δείγματα αυτά αναλύθηκαν 
με τη χρήση δέκα μικροδορυφορικών γενετικών τόπων 
και τα δεδομένα της συγκεκριμένης μελέτης συγκρίθηκαν 
γενετικά με αυτά προηγούμενης, η οποία αναλύοντας 
τη γενετική δομή ενδημικών μεσογειακών πληθυσμών 
δάκου με τη χρήση 12 μικροδορυφορικών γενετικών 
τόπων (υποσύνολο των οποίων είναι και οι δέκα 
γενετικοί τόποι της παρούσας εργασίας) περιέγραψε 
την ύπαρξη τριών διακριτών υποπληθυσμών: αυτόν της 
ανατολικής, αυτόν της κεντρικής και αυτόν της δυτικής 
Μεσογείου (ιβηρικός υποπληθυσμός) (Augustinos et 
al., 2005). Δηλαδή, η βάση της γενετικής σύγκρισης 
έγινε σε 34 δείγματα (συνολικά 1058 ατόμων) για δέκα 
μικροδορυφορικούς γενετικούς τόπους. Παρεμφερείς 
μελέτες σε συγγενικά εισβάλλοντα είδη έχουν καταλήξει 
σε ενδιαφέροντα συμπεράσματα. Για παράδειγμα, 
μία μελέτη ενός συγγενικού οργανισμού του δάκου, 
του εντόμου C. capitata, που αφορούσε τη διερεύνηση 
του εάν ο πληθυσμός του στην Καλιφόρνια ήταν το 
αποτέλεσμα μιας ή πολλαπλών εισβολών, διενεργήθηκε 
επίσης με τη χρήση μικροδορυφορικών δεικτών. Και 
αυτή η μελέτη βασίσθηκε στη γενετική σύγκριση μεταξύ 
δειγμάτων από εγκαθιδρυμένους πληθυσμούς εκτός 
της περιοχής εισβολής (συγκεκριμένα από τη Χαβάη, τη 
Γουατεμάλα, το Ελ Σαλβαδόρ, το Εκουαδόρ, τη Βραζιλία, 
την Αργεντινή και το Περού) με διαχρονικά δείγματα από 
την περιοχή της Καλιφόρνιας, και πραγματοποιήθηκε 
με τη χρήση δέκα μικροδορυφορικών γενετικών τόπων. 
Αυτό που φάνηκε από τη συγκεκριμένη εργασία ήταν ότι 
ο καλιφορνέζικος πληθυσμός της μύγας της Μεσογείου 
ήταν το αποτέλεσμα ανεξάρτητων γεγονότων 
βιολογικών εισβολών και επίσης ότι παρουσίαζε μία 
εσωτερική δομική διαφοροποίηση, αφού ο πληθυσμός 
της λεκάνης του Λος Άντζελες - ο οποίος μάλιστα είχε 
περιοχή προέλευσης τη Γουατεμάλα – φάνηκε τελικά να 
σχηματίζει έναν ενδημικό πληθυσμό γενετικά ομοιογενή 
(Bonizzoni et al., 2001).     
1. Ανάλυση της εισβολής του δάκου της 
ελιάς στην Καλιφόρνια, με τη χρήση δέκα 
μικροδορυφορικών γενετικών τόπων
1.α. Περιγραφή της στόχευσης και της 
πειραματικής βάσης της παρούσας ανάλυσης
 
Η ανάλυση της πληθυσμιακής δομής ενός εισβάλλοντος 
σε ένα νέο περιβάλλον είδους είναι σημαίνον ζήτημα, 
δεδομένου ότι προσθέτει πολύτιμη γνώση σχετικά με το 
γεωγραφικό εντοπισμό της προέλευσης της βιολογικής 
εισβολής ή των βιολογικών εισβολών, την οικολογία, τη 
βιολογία και τη γεωγραφική-γενετική διαφοροποίηση 
του είδους. Χωρίς τη λεπτομερειακή κατανόηση 
όλων αυτών των καταστάσεων και μηχανισμών, κάθε 
προσπάθεια άσκησης στρατηγικών προληπτικού και 
κατασταλτικού ελέγχου ενός εισβάλλοντος οργανισμού 
μπορεί να πέσει στο κενό (Tsutsui et al., 2000, 2001, 
2003; Schutze et al., 2006). Συνεπώς, η συσσώρευση 
γνώσης και η εξαγωγή συμπερασμάτων από μια 
τέτοιου είδους ανάλυση βοηθά στη σύσταση μιας 
ολοκληρωμένης στρατηγικής ελέγχου του εισβάλλοντος 
είδους με ουσιαστική προοπτική επιτυχούς εφαρμογής 
(Villablanca et al., 1998; McPheron, 2000; Roderick, 
2003). Στοιχεία ενός στρατηγικού σχεδιασμού μπορεί να 
είναι (Nardi et al., 2003): η θέσπιση επιπλέον κανόνων 
και εγγυήσεων που αφορούν τις διεθνείς εμπορικές 
συναλλαγές, η καθιέρωση μέτρων καραντίνας 
προκειμένου να περιοριστεί κατά το δυνατόν η 
εξάπλωση του εισβάλλοντος είδους σε νέες περιοχές, 
ο προσδιορισμός των κατάλληλων γεωγραφικών 
ορίων εντός των οποίων μπορεί να εφαρμοστεί η 
ολοκληρωμένη διαχείριση του εισβάλλοντος είδους 
(Area-wide IPM) (Lindquist, 2000), η εισαγωγή 
βιολογικών εχθρών του εισβάλλοντος είδους (εφόσον 
υπάρχει τέτοια δυνατότητα), η αποτελεσματικότερη 
οργάνωση στρατηγικών περιορισμού του πληθυσμού 
του εισβάλλοντος είδους στο πεδίου (π.χ. SIT, Genetic 
SIT) κ.ά..         
Το πρότυπο της γεωγραφικής εξάπλωσης το οποίο 
διαμορφώνεται μετά την εισαγωγή ενός εισβολέα 
σε ένα νέο οικοσύστημα, καθορίζεται τόσο από την 
αλληλεπίδρασή του με φυσικούς εχθρούς όσο και από 
κλιματικά και εδαφικά εμπόδια (Mack et al., 2000). Αυτοί 
οι βιοτικοί και αβιοτικοί παράμετροι συνδιαμόρφωσαν 
το πλαίσιο του συγκεκριμένου προτύπου γεωγραφικής 
εξάπλωσης του δάκου στην Καλιφόρνια, η γεωγραφική 
προβολή   του οποίου  είναι το αποτέλεσμα του 
Πολιτειακού προγράμματος παρακολούθησης της 
εξάπλωσης του εντόμου (Εικόνα 68· Zalom et al., 2008). 
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δείγμα από τη νότια πλευρά της Αφρικής (συγκεκριμένα 
από τη χώρα της Νότιας Αφρικής). Τα τέσσερα πρώτα 
δείγματα συμπληρώνουν τις ψηφίδες που λείπουν από 
το μωσαϊκό που συνθέτει την εικόνα της γεωγραφικής 
εξάπλωσης του δάκου γύρω από τη μεσογειακή λεκάνη, 
ενώ το τελευταίο δίνει μια εικόνα για το τι συνέβηκε στη 
νότια πλευρά της αφρικανικής ηπείρου. 
1.β. Στοιχεία της πληθυσμιακής δομής του δάκου 
στην Καλιφόρνια 
Η μικροδορυφορική ανάλυση έδωσε τιμές FST 
μεταξύ των δειγμάτων της Καλιφόρνιας και των 
μεσογειακών δειγμάτων (Augustinos et al., 2005), 
οι οποίες παρουσίασαν  - σχεδόν στο σύνολό τους - 
στατιστικά σημαντικές διαφοροποιήσεις (Πίνακας 19). 
Αυτό το γεγονός υποδηλώνει μία καταρχήν γενετική 
διαφοροποίηση του πληθυσμού της Καλιφόρνιας, 
έναντι των υπολοίπων μεσογειακών υποπληθυσμών. 
Αντίθετα, οι τιμές FST μεταξύ των δειγμάτων 
της Καλιφόρνιας, σχεδόν στο σύνολό τους, δεν 
Στην παρούσα διατριβή, έγινε προσπάθεια ώστε τα 
βασικά ερωτήματα της ανάλυσης να προσεγγιστούν 
και από μία δεύτερη οπτική, γι αυτό πραγματοποιήθηκε 
μια μικρότερης κλίμακας πληθυσμιακή ανάλυση με 
τη χρήση τριών δεικτών mtDNA. Έτσι, αναλύθηκαν 
27 δείγματα (συνολικά 738 ατόμων). Παρόλο 
που αναλύθηκε μικρότερος αριθμός δειγμάτων, η 
γεωγραφική τους διασπορά επιλέχθηκε με τρόπο 
ώστε να υπάρχει εκπροσώπηση όλων των περιοχών 
των ενδημικών μεσογειακών πληθυσμών, αλλά και 
διαχρονική εκπροσώπηση όλων των συλλογών της 
Καλιφόρνιας. Πρέπει σε αυτό το σημείο να επισημανθεί 
ότι η ανάλυση δεικτών mtDNA μπορεί να έγινε σε 
μία μικρότερη αριθμητική βάση, αλλά η γεωγραφική 
διασπορά των δειγμάτων διευρύνθηκε με την εισαγωγή 
νέων. Έτσι, στην ανάλυση προστέθηκαν δύο δείγματα 
από τη βορειοδυτική Αφρική (και συγκεκριμένα από το 
Μαρόκο και την Τυνησία), ένα δείγμα από την νησιωτική 
Μεσόγειο (και συγκεκριμένα από την Κορσική), ένα 
δείγμα από την ηπειρωτική κεντροανατολική Μεσόγειο 
(και συγκεκριμένα από την Κροατία) και τέλος ένα 
Εικόνα 68. Η γεωγραφική κατανομή του δάκου στην Καλιφόρνια, όπως καταγράφεται από το έτος 1998 (Rice, 2000) έως σήμερα.
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αυτές τοποθετούνται σε δύο διαφορετικούς κλάδους 
και μάλιστα με τιμή bootstrap 100% (Εικόνα 44). 
Τα ευρήματα τόσο της ανάλυσης με το πρόγραμμα 
STRUCTURE (Εικόνα 46) όσο και της PCA (Εικόνα 47) 
δείχνουν μια γενετική απομόνωση των δειγμάτων της 
Ιβηρικής χερσονήσου από όλα τα υπόλοιπα δείγματα 
και άρα και από αυτά της Καλιφόρνιας. Επιπλέον, από 
την Μπαγεσιανή ταυτοποίηση των δειγμάτων της 
Καλιφόρνιας με καθέναν από τους τρεις περιγραφέντες 
υποπληθυσμούς της μεσογειακής λεκάνης (της 
δυτικής, της κεντρικής και της ανατολικής πλευράς· 
Augustinos et al., 2005), προκύπτει ότι οι γονότυποι 
του πληθυσμού της Καλιφόρνιας δεν προέρχονται από 
αυτούς της δυτικής Μεσογείου (Πίνακας 22). Τέλος, 
τα αποτελέσματα όλων των στατιστικών αναλυτικών 
μεθόδων της μελέτης της εισβολής με τη χρήση 
μιτοχονδριακών δεικτών περιγράφουν μία κατάσταση 
γενετικής απομόνωσης των δειγμάτων της δυτικής 
Μεσογείου από όλα τα υπόλοιπα, και κατ’ επέκταση 
και από αυτά της Καλιφόρνιας (UPGMA δενδρόγραμμα 
[Εικόνα 50], ανάλυση με το πρόγραμμα STRUCTURE 
[Εικόνα 52], MDS ανάλυση [Εικόνα 53] και Μπαγεσιανή 
ταυτοποίηση δειγμάτων με το πρόγραμμα GENECLASS 
[Πίνακας 28]).
Ένα ακόμη στοιχείο που προκύπτει από τη 
μιτοχονδριακή ανάλυση αφορά τα δύο δείγματα της 
βορειοδυτικής πλευράς της Αφρικής. Συγκεκριμένα, το 
δείγμα της Τυνησίας και του Μαρόκου εντάσσονται 
στον υποπληθυσμό της Ιβηρικής χερσονήσου (UPGMA 
δενδρόγραμμα [Εικόνα 50], ανάλυση STRUCTURE 
[Εικόνα 52] και MDS ανάλυση [Εικόνα 53]). Αυτό 
το εύρημα  έρχεται να συμπληρώσει την εικόνα της 
προς δυσμάς εξάπλωσης του εντόμου στη λεκάνη της 
Μεσογείου (Augustinos et al., 2005). Φαίνεται λοιπόν πως 
ο δάκος συνέχισε την εξάπλωσή του από το δυτικότερο 
άκρο της ευρωπαϊκής πλευράς της μεσογειακής λεκάνης 
(την Ιβηρική χερσόνησο) προς την εγγύτερη σε αυτή 
γεωγραφική περιοχή της βορειοδυτικής Αφρικής (Εικόνα 
69). Εξάλλου, οι δύο περιοχές χωρίζονται από μόλις 
7,7 ναυτικά μίλια θάλασσας (στενό του Γιβραλτάρ). 
Αυτή η περιοχή της δυτικής Μεσογείου αποτελεί τη 
στενότερη λωρίδα θάλασσας μεταξύ της ευρωπαϊκής 
και αφρικανικής πλευράς της μεσογειακής λεκάνης, ένα 
όχι και τόσο ανυπέρβλητο γεωγραφικό εμπόδιο για την 
ενεργητική ή παθητική (π.χ. μέσω του αέρα) εξάπλωση 
του δάκου από την ευρωπαϊκή προς την αφρικανική 
πλευρά της Μεσογείου. Δεδομένα σχετικά με την πτητική 
ικανότητα του δάκου υποδεικνύουν ότι η εβδομαδιαία 
μέση απόσταση που μπορεί να διανυθεί από το έντομο 
είναι περίπου 400 m, όμως σε πολλές περιπτώσεις τα 
παρουσίασαν στατιστικά σημαντικές διαφοροποιήσεις. 
Το συγκεκριμένο εύρημα δείχνει πως δεν παρατηρείται 
κάποιου είδους ομαδοποίηση στον πληθυσμό της 
Καλιφόρνιας. Προς την ίδια κατεύθυνση κινούνται και 
τα ευρήματα που αφορούν τόσο τη μικροδορυφορική 
Ανάλυση Κυρίων Συνιστωσών (PCA) της πληθυσμιακής 
δομής των δειγμάτων της Καλιφόρνιας (Εικόνα 43) όσο 
και την MDS μιτοχονδριακή ανάλυση της πληθυσμιακής 
δομής των ίδιων δειγμάτων (Εικόνα 49). Και οι δύο 
αυτές αναλύσεις δείχνουν επίσης πως ο πληθυσμός 
της Καλιφόρνιας δεν παρουσιάζει ιδιαίτερη εσωτερική 
ομαδοποίηση. Αυτό θα μπορούσε να είναι το αποτέλεσμα 
της γρήγορης εξάπλωσης ενός μικρού αρχικά αριθμού 
ατόμων-εισβολέων σε μεγάλες γεωγραφικές περιοχές 
και της ίδρυσης νέων πληθυσμών (Davies and Roderick, 
1999), στους οποίους η δράση της τυχαίας γενετικής 
παρέκκλισης και των έντονων επιλογικών πιέσεων 
που δέχονται – ως απόρροια της νέας βιολογικής 
πραγματικότητας με την οποία οι συγκεκριμένοι 
πληθυσμοί έρχονται αντιμέτωποι - συντελέσθηκαν 
με μεγαλύτερη ταχύτητα από ότι οι ομογενοποιητικές 
επιδράσεις μιας απρόσκοπτης πιθανής γονιδιακής ροής 
μεταξύ κάποιων συγκεκριμένων περιοχών.
1.γ. Υποπληθυσμός της δυτικής Μεσογείου και 
πληθυσμός της Καλιφόρνιας:
μια σχέση γενετικής απομόνωσης
Αναφορικά με τη μικροδορυφορική ανάλυση της 
εισβολής, ένα πρώτο δείγμα της γενετικής απομόνωσης 
μεταξύ των δειγμάτων της Καλιφόρνιας και αυτών της 
Ιβηρικής χερσονήσου αποτελεί το γεγονός ότι οι μεταξύ 
τους τιμές FST παρουσιάζουν στατιστικά σημαντικές 
διαφοροποιήσεις (Πίνακας 19). Ακόμη, οι γενετικές 
αποστάσεις μεταξύ των δειγμάτων της Καλιφόρνιας και 
των δειγμάτων της δυτικής Μεσογείου παρουσιάζουν 
τις μεγαλύτερες διακυμάνσεις έναντι του συνόλου των 
δειγμάτων (Πίνακας 19). Επίσης, η υπόθεση ότι ένα 
είδος που εισβάλλει σε ένα νέο οικοσύστημα αναμένεται 
να φέρει χαμηλότερα επίπεδα πολυμορφισμού από τον 
πληθυσμό προέλευσής του, αφού ο μικρός αριθμός 
του ιδρυτικών ατόμων αντιπροσωπεύει ένα μέρος 
μόνο της γενετικής ποικιλομορφίας του πληθυσμού 
προέλευσης, βγάζει τον υποπληθυσμό της δυτικής 
Μεσογείου από την λίστα των υποψήφιων περιοχών 
γεωγραφικής προέλευσης της εισβολής του δάκου στην 
Καλιφόρνια. Κι αυτό διότι τα επίπεδα πολυμορφισμού 
του πληθυσμού της Καλιφόρνιας είναι υψηλότερα 
από αυτά που παρουσιάζουν τα ιβηρικά δείγματα. 
Επιπρόσθετα, στο UPGMA δενδρόγραμμα οι περιοχές 
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γεωγραφική διασπορά που καλύπτει την κατανομή του 
δάκου σε όλο τον κόσμο, προτάθηκε μία πρώιμη σχέση 
του δάκου με τις αγρίου τύπου εληές κατά τη διάρκεια 
της Τεταρτογενούς περιόδου και των μεταπαγετωνικών 
περιόδων και μία μεταγενέστερη πολυ-περιφερειακή 
μεταπήδησή του στις καλλιεργούμενες εληές, καθώς 
αυτές σταδιακά αντικαθιστούσαν τις εληές αγρίου 
τύπου στους ιστορικούς χρόνους. Υπενθυμίζεται 
ότι η εξημέρωση των μορφών εληάς αγρίου τύπου 
φαίνεται να τοποθετείται χρονικά 5.500 με 5.700 έτη 
πριν, στην περιοχή της Μέσης Ανατολής, και ότι από 
αυτή την περιοχή εισήχθηκε σε όλη τη Μεσόγειο με 
την καλλιεργούμενη μορφή Olea europea europea και - 
σχετικά πρόσφατα - σε άλλες περιοχές του κόσμου οι 
οποίες είναι κατάλληλες για την καλλιέργειά της (Zohary 
and Hopf, 2000). 
έντομα διασπείρονται σε αποστάσεις που ξεπερνούν 
τα 10 km, ανάλογα με την ισχύ τοπικών ανέμων που 
πνέουν σε μια περιοχή (Fletcher and Economopoulos, 
1976; Fletcher and Kapatos, 1981; Yokoyama, 2012; 
Rempoulakis and Nestel, 2012). 
Σε αντιδιαστολή με τα δεδομένα του εργαστηρίου μας 
που υποδεικνύουν τη σταδιακή εξάπλωση του δάκου 
στις ευρωπαϊκές περιοχές της Μεσογείου από περιοχές 
της ανατολικής Μεσογείου προς την Ιβηρική χερσόνησο 
και από εκεί στις περιοχές της βορείου Αφρικής, 
μελέτη από τους Nardi et al (2010) παρουσιάζει μια 
διαφορετική εικόνα. Σύμφωνα με τη μελέτη αυτή, οι 
εξελικτικές διαδικασίες που διαμόρφωσαν την ιστορία 
αποίκισης του δάκου στον παλαιό κόσμο πιθανότατα 
συνδέονται στενά με την εξελικτική ιστορία και την 
κατανομή της εληάς στην ίδια περιοχή. Με βάση τα 
στοιχεία της ανάλυσης της πλήρους αλληλουχίας 
του μιτοχονδριακού γονιδιώματος 21 ατόμων, με 
Εικόνα 69. Η ιστορία αποικισμού του δάκου στην ευρύτερη περιοχή της μεσογειακής λεκάνη
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δυτικής Μεσογείου και της ανατολικής Μεσογείου, συν 
αυτών της Καλιφόρνιας, με την προσθήκη όμως ενός 
επιπλέον στοιχείου: την ένταξη των δύο νέων δειγμάτων 
της Κροατίας και της Κορσικής στην ομάδα δειγμάτων 
της κεντρικής Μεσογείου. Το ιδιαίτερου ενδιαφέροντος 
δείγμα της Κορσικής ξεκαθαρίζει το τοπίο του αποικισμού 
του δάκου σε αυτό το νησί, αφού όπως φαίνεται πίσω 
από αυτή βρίσκεται ο υποπληθυσμός της κεντρικής 
Μεσογείου. Όλα τα παραπάνω αποτυπώνονται σε όλες 
τις αναλυτικές προσεγγίσεις (UPGMA δενδρόγραμμα 
[Εικόνα 50], ανάλυση STRUCTURE [Εικόνα 52], MDS 
ανάλυση [Εικόνα 53] και Μπαγεσιανή ανάλυση με το 
πρόγραμμα GENECLASS [Πίνακας 28]). Πάντως, και σ’ 
αυτή την περίπτωση η ιστορία αποικισμού του δάκου 
στη συγκεκριμένη περιοχή μπορεί, εναλλακτικά, να 
συνδεθεί με τη θεωρία περί μεταπήδησής του από τις 
εληές αγρίου τύπου στις καλλιεργούμενες εληές που 
σταδιακά τις αντικατέστησαν στο πέρασμα του χρόνου 
(Nardi et al., 2010).       
1.ε. Η ανατολική Μεσόγειος αποτελεί την πλέον 
πιθανή περιοχή προέλευσης της εισβολής του 
δάκου στην Καλιφόρνια
Η μικροδορυφορική ανάλυση της εισβολής δείχνει σε 
όλα τα επίπεδα μια σχέση μεταξύ του υποπληθυσμού 
της ανατολικής Μεσογείου και του πληθυσμού της 
Καλιφόρνιας. Πράγματι, αυτό αποκαλύπτεται από το 
σύνολο των στατιστικών αναλύσεων (από το UPGMA 
δενδρόγραμμα [Εικόνα 44], από την ανάλυση με το 
πρόγραμμα STRUCTURE [Εικόνα 46], από την PCA 
[Εικόνα 47] και από την ανάλυση με το πρόγραμμα 
GENECLASS [Πίνακας 22]). Επίσης, η ανάλυση του ίδιου 
βιολογικού γεγονότος με τη χρήση γενετικών τόπων 
του mtDNA οδηγεί στο ίδιο συμπέρασμα με παραπάνω 
(με όλες τις διαφορετικές αναλυτικές προσεγγίσεις). 
Συνεπώς, όλα τα παραπάνω δεδομένα στοχοποιούν 
την ανατολική Μεσόγειο ως την πλέον πιθανή περιοχή 
προέλευσης της εισβολής του δάκου της ελιάς στην 
Καλιφόρνια. Αυτό που πρέπει να αναφερθεί είναι ότι 
από την ανάλυση της εισβολής με τη χρήση mtDNA 
δεικτών αποκαλύπτεται μία σημαντική πληροφορία που 
αφορά το δείγμα της Νότιας Αφρικής. Συγκεκριμένα, 
φαίνεται να υπάρχει μια μακρινή γενετική διασύνδεση 
του δείγματος αυτού με τα δείγματα της ανατολικής 
Μεσογείου και αυτών της Καλιφόρνιας.      
Βάσει όλων των στοιχείων της ανάλυσης μπορεί να 
διατυπωθεί η εξής υπόθεση: πως η ανατολικομεσογειακή 
προέλευση της εισβολής του δάκου στην Καλιφόρνια 
έδωσε στην τελευταία ένα ιδρυτικό δυναμικό με 
1.δ. Υποπληθυσμός κεντρικής Μεσογείου και 
πληθυσμός της Καλιφόρνιας: 
δύο γονιδιακές δεξαμενές χωρίς συσχέτιση
Η ανάλυση των διαχρονικών συλλογών της 
Καλιφόρνιας με μικροδορυφόρους δίνει ένα στίγμα 
γενετικής διαφοροποίησης μεταξύ των δειγμάτων 
της κεντρικής Μεσογείου και αυτών της ανατολικής, 
συν των δειγμάτων της Καλιφόρνιας, αφού οι τιμές 
FST μεταξύ των συγκεκριμένων ομάδων δειγμάτων 
παρουσιάζουν στατιστικά σημαντικές διαφορές 
(Πίνακας 19). Επίσης, από το UPGMA κλαδόγραμμα 
προκύπτει ότι τα δείγματα της κεντρικής Μεσογείου 
συγκροτούν μία ενδιάμεση ομάδα, η οποία διαχωρίζεται 
από την ομάδα δειγμάτων του δυτικού υποπληθυσμού 
(με τιμή bootstrap 69) και από την ομάδα δειγμάτων 
της ανατολικής Μεσογείου και της Καλιφόρνιας (με 
τιμή bootstrap 100) (Εικόνα 44). Επιπλέον, η ανάλυση 
με το πρόγραμμα STRUCTURE (Εικόνα 46) περιγράφει 
τη διαφοροποίηση της ομάδας δειγμάτων της κεντρικής 
Μεσογείου έναντι της ομάδας δειγμάτων της δυτικής 
Μεσογείου και της ομάδας δειγμάτων της ανατολικής 
Μεσογείου και της Καλιφόρνιας, παρά το γεγονός ότι 
φαίνεται να μοιράζεται ως ένα βαθμό, ειδικά με τα 
δείγματα της ανατολικής Μεσογείου, προγονικούς 
χαρακτήρες. Ακόμη, η Ανάλυση Κυρίων Συνιστωσών 
(PCA) παρουσιάζει τα δείγματα της κεντρικής Μεσογείου 
σε θέση ενδιάμεση, μεταξύ αυτών της ανατολικής 
Μεσογείου και των διαχρονικών της Καλιφόρνιας από 
τη μία και της δυτικής Μεσογείου από την άλλη, όμως 
με μια ευδιάκριτη τοπολογική διαφοροποίηση από όλα 
αυτά (Εικόνα 47). Τέλος, η Μπαγεσιανή ταυτοποίηση του 
συνόλου των διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας με 
καθέναν από τους τρεις περιγραφέντες υποπληθυσμούς 
της Μεσογειακής λεκάνης (Augustinos et al., 2005) (της 
δυτικής, της κεντρικής και της ανατολικής πλευράς, με 
περαιτέρω διαχωρισμό του τελευταίου σε κυπριακό και 
ισραηλινό), δείχνει ότι δεν υπάρχει γενετικός συσχετισμός 
μεταξύ των γονοτύπων της Καλιφόρνιας και αυτών της 
κεντρικής Μεσογείου (Πίνακας 22). Συνεπώς, το σύνολο 
των δεδομένων της μικροδορυφορικής ανάλυσης 
υποδεικνύει ότι τα δείγματα της κεντρικής Μεσογείου, 
τα οποία συγκροτούν έναν διακριτό υποπληθυσμό, δεν 
φαίνεται να έχουν γενετική σχέση με το σύνολο των 
διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας και άρα τελικά 
με την πιθανότητα ύπαρξης εισβολής ή εισβολών από 
την περιοχή αυτή. Η ανάλυση της εισβολής με τη χρήση 
μοριακών δεικτών από περιοχές του μιτοχονδριακού 
γονιδιώματος περιγράφει την ίδια βασική διάκριση 
των δειγμάτων της κεντρικής Μεσογείου από αυτά της 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΣΥΖΗΤΗΣΗ - ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ
157
με το πρόγραμμα STRUCTURE (Εικόνα 46). Το μόνο 
που προκύπτει είναι το γεγονός ότι το σύνολο των 
πληθυσμών της Καλιφόρνιας τείνει να σχηματίσει μία 
ξεχωριστή ομάδα, με άρρηκτη όμως γενετική συγγένεια 
με τους πληθυσμούς της ανατολικής Μεσογείου. 
Η Ανάλυση Κυρίων Συνιστωσών (PCA) (Εικόνα 47) 
δείχνει από τη μία τη γενετική διαφοροποίηση των 
διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας, από αυτά 
της δυτικής και της κεντρικής Μεσογείου, και από την 
άλλη τη στενή γενετική συγγένειά τους με αυτά της 
ανατολικής Μεσογείου, παρά το γεγονός ότι φαίνεται 
να αποκτούν ένα δικό τους γενετικό χαρακτήρα. Το 
ενδιαφέρον στοιχείο της PCA, το οποίο ανακύπτει 
για πρώτη φορά, είναι ότι το δείγμα της περιοχής της 
Καλιφόρνιας San Luis Obispo με έτος συλλογής το 
2006 παρουσιάζει στενότερη τοπολογική συγγένεια με 
τα δείγματα της ανατολικής Μεσογείου (της Κύπρου 
και του Ισραήλ) από όλα τα υπόλοιπα διαχρονικά 
δείγματα της Καλιφόρνιας. Αυτό θα μπορούσε να 
αιτιολογεί μία μεταγενέστερη εισβολή, μετά την αρχική, 
από την ανατολική πλευρά της μεσογειακής λεκάνης 
προς την συγκεκριμένη περιοχή (του San Luis Obispo) 
και μάλιστα εντοπισμένη χρονικά τη διετία 2004-
2006. Σημειώνεται  ότι η πιθανότητα νέου συμβάντος 
βιολογικής εισβολής από την ίδια περιοχή μπορεί 
ίσως να αποδοθεί στα επαναλαμβανόμενα πρότυπα 
εμπορευματικών μεταφορών αλλά και διεθνών-
τουριστικών μετακινήσεων ή ακόμη και στην εδραίωση 
βαθύτερων κοινωνικοοικονομικών και πολιτισμικών 
σχέσεων μεταξύ των δύο ευρύτερων γεωγραφικών 
περιοχών, κάτι που δυνητικά μπορεί να παρέχει 
συνεχόμενες ευκαιρίες εισαγωγής του συγκεκριμένου 
είδους. Εκτός από την PCA, το προφίλ της διακύμανσης 
των δεικτών πολυμορφισμού στη περιοχή του San Luis 
Obispo (Εικόνα 41) μπορεί επίσης να υποστηρίξει την 
παραπάνω υπόθεση περί δεύτερης εισβολής και αυτό 
γιατί ενώ αρχικά διαπιστώνεται μια τάση προοδευτικής 
πτώσης των τιμών των δεικτών πολυμορφισμού (από 
το 2002 προς το 2004), ακολουθεί μια απότομη αύξησή 
τους που εντοπίζεται χρονικά μετά το έτος 2004. Αυτό 
θα μπορούσε να έχει σχέση με τη ροή νέας γενετικής 
πληροφορίας εξαιτίας μιας νέας εισβολής πάλι από 
την περιοχή της ανατολικής Μεσογείου. Η μετέπειτα 
πτώση των τιμών των δεικτών πολυμορφισμού, που 
παρατηρείται από το 2006 προς το 2008,, θα μπορούσε 
να αποδοθεί στις ομογενοποιητικές επιδράσεις των 
απρόσκοπτων διασταυρώσεων μεταξύ των ατόμων 
της ευρύτερης περιοχής. Ωστόσο, θα μπορούσε να 
υπάρξει ένας εναλλακτικός ισχυρισμός σε σχέση με την 
κατάσταση που διαμορφώνει τα συγκεκριμένα πρότυπα 
τα υψηλότερα δυνατά επίπεδα πολυμορφισμού, 
συγκριτικά με αυτά που θα μπορούσαν να δώσουν 
οι δύο άλλες περιοχές της δυτικής και κεντρικής 
Μεσογείου (περιοχές με υποπληθυσμούς με 
χαμηλότερα επίπεδα πολυμορφισμού). Υπό αυτή 
την έννοια, τα ανατολικομεσογειακά ιδρυτικά άτομα 
του καλιφορνέζικου πληθυσμού έχουν ένα μικρό 
πρόκριμα έναντι πιθανών ιδρυτικών ατόμων από 
τη δυτική ή την κεντρική Μεσόγειο, αφού τα πρώτα 
φέρουν καταλληλότερο γενετικό υπόβαθρο - ως τα 
πλέον πολυμορφικά - για να αντιμετωπίσουν τις νέες 
προκλήσεις του νέου περιβάλλοντος της εισβολής. Η 
παραπάνω υπόθεση μπορεί να διευρύνει την ισχύ της 
και στην περίπτωση ενός μικρού αριθμού ιδρυτικών 
ατόμων του εισβάλλοντος πληθυσμού. Πράγματι, ένας 
μικρός αριθμός ιδρυτικών ατόμων από την περιοχή 
της ανατολικής Μεσογείου, εξαιτίας των υψηλότερων 
επιπέδων πολυμορφισμού από τους αντίστοιχους 
ισομεγέθεις υποθετικούς πληθυσμούς της κεντρικής 
και κυρίως της δυτικής Μεσογείου, θα αντιμετώπιζε με 
μεγαλύτερη ευελιξία τα πιθανά προσαρμοστικά εμπόδια 
του νέου περιβάλλοντος εισαγωγής.    
1.ζ. Ανατολική Μεσόγειος και Καλιφόρνια: τελικά 
ζήτημα απλής
εισβολής ή πολλαπλών εισβολών του εντόμου;
Ένα βασικό ερώτημα που τίθεται είναι εάν υπάρχει 
πιθανότητα ύπαρξης πολλαπλών συμβάντων 
βιολογικών εισβολών στην Καλιφόρνια από την ίδια 
περιοχή (της ανατολικής Μεσογείου). Έγινε προσπάθεια 
να δοθεί κάποια απάντηση σε αυτό το σημαντικό θέμα με 
τη μικροδορυφορική ανάλυση του φαινομένου. Από την 
τοπολογία του κλαδογράμματος που κατασκευάστηκε 
με τη μέθοδο UPGMA (Εικόνα 44) δεν προέκυψε 
τέτοια ένδειξη. Και αυτό διότι από τη μία υφίσταται 
το υποσύνολο όλων των διαχρονικών δειγμάτων της 
Καλιφόρνιας και από την άλλη το υποσύνολο των 
δειγμάτων της ανατολικής Μεσογείου (πάντα όμως εντός 
της ίδιας μείζονος ομάδας που τα διαφοροποιεί από το 
σύνολο των υπολοίπων). Μοναδική εξαίρεση αποτελεί 
το δείγμα από την περιοχή του Los Angeles με έτος 
συλλογής το 1999, το οποίο παραμένει μεν ενταγμένο 
στη μεγάλη ομάδα των δειγμάτων της Καλιφόρνιας 
και της ανατολικής Μεσογείου, αλλά εξωτερικά 
αυτής. Άρα, το δείγμα έχει το γενετικό χαρακτήρα της 
ομάδος, με μία όμως τάση διαφοροποίησης η οποία 
μπορεί ίσως και να οφείλεται στο μικρό μέγεθός του 
(δείγμα 10 ατόμων). Επίσης, κάποια ένδειξη πολλαπλής 
εισβολής δεν προκύπτει από την Μπαγεσιανή ανάλυση 
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της Καλιφόρνιας με αυτά της ανατολικής Μεσογείου, 
μία ένδειξη δεύτερης εισβολής (από την ίδια περιοχή). 
Πράγματι, φαίνεται να υπάρχει μια τοπολογική σύνδεση 
του δείγματος του Ισραήλ με αυτό από την περιοχή του 
San Luis Obispo με έτος συλλογής το 2006 (και μάλιστα 
με τιμή bootstrap 70). Επίσης, ένδειξη νέας εισβολής, 
εντοπισμένης τοπολογικά και χρονολογικά στο ίδιο 
σημείο, προκύπτει και από την Μπαγεσιανή ανάλυση με 
το πρόγραμμα STRUCTURE (Εικόνα 52). Όπως φαίνεται, 
το γενετικό προφίλ του δείγματος του San Luis Obispo 
με έτος συλλογής το 2002 έχει το χαρακτήρα όλων των 
υπολοίπων διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας. 
Εξαίρεση σε αυτό τον κανόνα αποτελούν τα δείγματα 
της ίδιας περιοχής, με έτη συλλογής το 2004 και το 
2006 αντίστοιχα. Τα δύο αυτά δείγματα του San Luis 
Obispo φαίνεται  να έχουν στο γενικό τους πλαίσιο το 
χαρακτήρα των δειγμάτων της Καλιφόρνιας, με ένα 
όμως διαφαινόμενο προσανατολισμό προς το προφίλ 
των δειγμάτων της ανατολικής Μεσογείου και των 
αφρικανικών προγενέστερων προγόνων τους (Nardi et 
al., 2005). Ακολούθως, το δείγμα του San Luis Obispo του 
2008 δείχνει να έχει απολέσει αυτό το επιπλέον στοιχείο 
που έφεραν τα δείγματα του 2004 και του 2006, προς 
την κατεύθυνση του αμιγώς καλιφορνέζικου χαρακτήρα. 
Προφανώς, τα συγκεκριμένα στοιχεία, που αφορούν τη 
διακύμανση του γενετικού προφίλ των διαχρονικών 
δειγμάτων της περιοχής του San Luis Obispo, έρχονται 
να ενισχύουν την υπόθεση της δεύτερης βιολογικής 
εισβολής του δάκου στη συγκεκριμένη περιοχή. Τέλος, 
η ανάλυση MDS (Εικόνα 53) δείχνει, εκτός από τη 
γενετική διαφοροποίηση των διαχρονικών δειγμάτων 
της Καλιφόρνιας και της ανατολικής Μεσογείου από 
το σύνολο των υπολοίπων δειγμάτων της δυτικής και 
της κεντρικής Μεσογείου, και μία τοπολογική εγγύτητα 
μεταξύ του δείγματος από την περιοχή του Ισραήλ και 
εκείνου από την περιοχή του San Luis Obispo του 2006. 
Η παρατήρηση αυτή έρχεται με τη σειρά της να ενισχύσει 
το βασικό σενάριο περί νέας εισβολής.
1.η. Νότια Αφρική, ανατολική Μεσόγειος και 
Καλιφόρνια: μια πολύ μακρινή 
γενετική διασύνδεση με ρίζες στα βάθη του 
χρόνου
Σε παλαιότερη εργασία στην οποία μελετήθηκε η 
ιστορία αποικισμού του δάκου της ελιάς στον Παλαιό 
και Νέο Κόσμο - με την ανάλυση δειγμάτων από το 
Πακιστάν, την Αφρική, τη μεσογειακή λεκάνη και την 
Καλιφόρνια - με τη χρήση ενός μιτοχονδριακού δείκτη 
και εννέα μικροδορυφορικών δεικτών, διαπιστώθηκαν 
της διακύμανσης των πολυμορφισμών. Συγκεκριμένα, 
αυτά θα μπορούσαν να αποδοθούν στην προσαρμογή 
των ατόμων της περιοχής του San Luis Obispo σε ένα 
ιδιόμορφο περιβάλλον που διαμορφώνεται από το 
ιδιαίτερο γεωγραφικό τοπίο της περιοχής (αφού αυτή 
βρίσκεται στην ακτογραμμή της Καλιφόρνιας, αλλά πίσω 
της απλώνονται ορεινοί όγκοι που την απομονώνουν 
κάπως από την κοιλάδα San Joaquin της Πολιτειακής 
ενδοχώρας). Πράγματι, η προσαρμογή σε αυτό το 
ιδιαίτερο περιβάλλον θα ήταν δυνατό να προκαλέσει 
την αύξηση των συχνοτήτων κάποιων σπάνιων 
αλληλομόρφων, κάτι διόλου απίθανο σε παροδικές 
ακραίες μεταβολές στα καιρικά φαινόμενα. Ακολούθως, 
με την εξομάλυνση των κλιματικών δεδομένων στα 
επόμενα έτη θα ήταν πιθανό, έντομα από άλλες περιοχές 
της Καλιφόρνιας να εισβάλλουν εκ νέου στην περιοχή 
και να αποκαταστήσουν την προγενέστερη κατάσταση 
ισορροπίας. Εντούτοις, η έλλειψη κλιματικών ή άλλων 
δεδομένων καθιστά ανέφικτο τον έλεγχο μιας τέτοιας 
υπόθεσης. Συμπερασματικά, η διαφαινόμενη γενετική 
σύνδεση του δείγματος του 2006 από την περιοχή του 
San Luis Obispo με την ανατολική πλευρά της ανατολικής 
Μεσογείου, μάλλον ισχυροποιεί την υπόθεση που 
αποδίδει το διαμορφούμενο πρότυπο διακυμάνσεων 
των επιπέδων πολυμορφισμού σε αυτή την περιοχή 
της Καλιφόρνιας σε ένα γεγονός δεύτερης βιολογικής 
εισβολής, παρά σε κάποιο άλλο.   
Η συνδυαστική προσέγγιση του θέματος της 
διερεύνησης της εισβολής του δάκου της ελιάς στην 
Καλιφόρνια, με τη χρήση μοριακών δεικτών από περιοχές 
του μιτοχονδριακού γονιδιώματος, οδηγεί σε ένα ενιαίο 
συμπέρασμα: ούτε οι πληθυσμοί της δυτικής, αλλά ούτε 
και της κεντρικής Μεσογείου φαίνεται να σχετίζονται 
γενετικά με τους πληθυσμούς του εντόμου στο Νέο 
Κόσμο. Έτσι, η δυτική, αλλά και η κεντρική πλευρά της 
μεσογειακής λεκάνης δεν υποδεικνύονται ως πιθανές 
περιοχές προέλευσης της βιολογικής εισβολής του είδους 
στην Καλιφόρνια. Αντίθετα, η ανάλυση εντοπίζει κοινούς 
προγονικούς χαρακτήρες μεταξύ των γονιδιωματικών 
δεξαμενών τού πληθυσμού της Καλιφόρνιας και 
αυτών της ανατολικής Μεσογείου, υποδεικνύοντας με 
τη σειρά της την ανατολική πλευρά της μεσογειακής 
λεκάνης ως την πλέον πιθανή περιοχή προέλευσης 
της εισβολής. Επιπλέον, η πιθανότητα ύπαρξης 
πολλαπλών βιολογικών εισβολών στην Καλιφόρνια 
από την ίδια περιοχή φαίνεται να υποστηρίζεται 
και από τη συγκεκριμένη εναλλακτική πειραματική 
προσέγγιση.  Κι αυτό διότι από την τοπολογία του 
UPGMA κλαδογράμματος (Εικόνα 50) προκύπτει, 
εκτός από τη στενή σχέση των διαχρονικών δειγμάτων 
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στενή γενετική σχέση με τον ανατολικομεσογειακό 
υποπληθυσμό (Zygouridis et al., 2009). Παρόμοια είναι 
και τα συμπεράσματα της Μπαγεσιανής ανάλυσης με το 
πρόγραμμα STRUCTURE (Εικόνα 52). Κι εδώ φαίνεται η 
σχέση του δείγματος της Νότιας Αφρικής με τα δείγματα 
κυρίως της ανατολικής Μεσογείου και λιγότερο με αυτά 
της Καλιφόρνιας. Επίσης, στην ανάλυση MDS (Εικόνα 
53) προκύπτει τοπολογική εγγύτητα του δείγματος της 
Νότιας Αφρικής με το σύνολο της ομάδας δειγμάτων 
από την ανατολική Μεσόγειο και την Καλιφόρνια. 
Όμως, αυτό το οποίο παρατηρείται και σε αυτή την 
περίπτωση είναι μια σχέση μακρινού χαρακτήρα, 
αφού το δείγμα ανήκει μεν στη συγκεκριμένη ομάδα, 
αλλά τοποθετείται σχετικά περιφερειακά όλων των 
υπολοίπων δειγμάτων της. Τέλος, η Μπαγεσιανή 
ταυτοποίηση του συνόλου των διαχρονικών δειγμάτων 
της Καλιφόρνιας (που διενεργείται με το πρόγραμμα 
GENECLASS [Πίνακας 28]), με καθέναν από τους τρεις 
περιγραφέντες υποπληθυσμούς της μεσογειακής 
λεκάνης (της δυτικής, της κεντρικής και της ανατολικής 
πλευράς, με περαιτέρω διαχωρισμό του τελευταίου σε 
κυπριακό και ισραηλινό), αλλά και με τον υποπληθυσμό 
της Νότιας Αφρικής, παρουσιάζει το χαρακτήρα αυτής 
της μακρινής σχέσης. Και αυτό διότι οι γονότυποι του 
συνόλου των διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας, 
έχουν μια γενετική συγγένεια με αυτούς της Νότιας 
Αφρικής, με πιθανότητες που κυμαίνονται από 1,598% 
έως 13,809%. Συμπερασματικά, η ιστορική σχέση των 
πληθυσμών της Αφρικής με αυτούς της ανατολικής 
Μεσογείου αποτυπώνεται με ανάγλυφο τρόπο στην 
παρούσα πληθυσμιακή μελέτη. Ωστόσο, είναι εμφανές 
ότι ο πληθυσμός της Νότιας Αφρικής, παρόλο που 
ως ένα βαθμό μοιράζεται προγονικούς χαρακτήρες 
με την γονιδιωματική δεξαμενή των πληθυσμών της 
Καλιφόρνιας, δεν έχει άμεση σχέση με το πρόσφατο 
γεγονός της βιολογικής εισβολής του δάκου της ελιάς 
στο Νέο Κόσμο. Αυτό που στην ουσία παρατηρείται 
είναι η αποτύπωση μιας μακρινής εξελικτικής σχέσης 
που πιθανότατα υφίσταται εξαιτίας του υποπληθυσμού 
κοινής εξελικτικής τους αναφοράς, που δεν είναι άλλος 
από αυτόν της ανατολικής πλευράς της Μεσογείου.
1.θ. Ο δραστικός αριθμός ιδρυτικών ατόμων των 
πληθυσμών των περιοχών εξάπλωσης του δάκου 
στην Καλιφόρνια μπορεί να δώσει σημαντικές 
πληροφορίες
Ο προσδιορισμός του δραστικού μεγέθους (Ne) ενός 
ιδρυτικού σε ένα νέο περιβάλλον πληθυσμού είναι 
σημαντικός για την ανάπτυξη βιολογικών πρακτικών 
τα εξής (Nardi et al., 2005): 
α) η ύπαρξη τριών γενετικά διαφοροποιημένων 
υποπληθυσμών του εντόμου: του πακιστανικού 
υποπληθυσμού (ο οποίος διαφοροποιούταν 
γενετικά περισσότερο από όλους τους υπόλοιπους 
υποπληθυσμούς που αναλύθηκαν και που από τα 
στοιχεία αυτής της ανάλυσης φάνηκε να αποτελεί 
προγονικό πληθυσμό του είδους), του υποπληθυσμού 
των αφρικανικών δειγμάτων και τέλος αυτού των 
μεσογειακών δειγμάτων συν εκείνων της αμερικανικής 
ηπείρου (από το Μεξικό και την Καλιφόρνια).
β) μια σημαντική τάση μείωσης της πληθυσμιακής 
γενετικής ποικιλομορφίας από την Αφρική προς τη 
Μεσόγειο και από τη Μεσόγειο προς την Αμερική. Το 
γεγονός αυτό, το οποίο πιθανότατα αποκαλύπτει μια 
αφρικανική προέλευση των μεσογειακών πληθυσμών 
δάκου που ακολούθως εξαπλώθηκαν στην ευρύτερη 
περιοχή της Μεσογείου και από αυτήν την περιοχή 
προήλθε η πρόσφατη εισαγωγή του εντόμου στο Νέο 
Κόσμο, παραλληλίζεται με την εξελικτική η ιστορία 
ενός άλλου είδους της οικογένειας Tephritidae, της 
Μεσογειακής μύγας (Gasperi et al., 2002). 
γ) οι πληθυσμοί της Μέσης Ανατολής, οι οποίοι 
προσδιορίσθηκαν ως μεσογειακοί, μοιράζονται 
προγονικούς χαρακτήρες με τους πληθυσμούς της 
Αφρικής, κάτι που υποδηλώνει την πιθανότητα η 
περιοχή της Μέσης Ανατολής να έχει διαδραματίσει 
κεντρικό ρόλο στην ιστορία αποικισμού του δάκου στον 
Παλαιό Κόσμο.
Τα συμπεράσματα που εξάγονται από την παραπάνω 
μελέτη έρχονται να αποσαφηνιστούν τόσο με την 
ανάλυση της γενετικής δομής πληθυσμών δάκου 
που ενδημούν στη Μεσόγειο όσο και με την ανάλυση 
της βιολογικής εισβολής του δάκου της ελιάς στην 
Καλιφόρνια (παρούσα μελέτη). Ειδικότερα, αναφορικά 
με τον πληθυσμό της Νότιας Αφρικής, υπάρχει 
συμφωνία των ευρημάτων της μιτοχονδριακής 
ανάλυσης της εισβολής με αυτά της μελέτης του 
Nardi και των συνεργατών του (2005). Πράγματι, και 
στην παρούσα μελέτη φαίνεται να υπάρχει μία κοινή 
προγονική καταβολή των ατόμων της Αφρικής με 
αυτά της ανατολικής πλευράς της Μεσογείου. Αυτό 
αποτυπώνεται στο UPGMA δενδρόγραμμα (Εικόνα 
50), αφού το δείγμα από τη Νότια Αφρική ανήκει 
στην ομάδα δειγμάτων της ανατολικής Μεσογείου 
αλλά τοποθετείται σε εξωτερικό κλάδο. Επιπλέον, 
η παρούσα μελέτη αποκαλύπτει ότι το δείγμα της 
Αφρικής παρουσιάζει μια μακρινή γενετική διασύνδεση 
και με τα δείγματα του πληθυσμού της Καλιφόρνιας, 
κάτι που είναι φυσικό εφόσον τα τελευταία έχουν 
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Ωστόσο, το τεχνητό περιβάλλον της μαζικής εκτροφής 
εργαστηριακών στελεχών επηρεάζει αρνητικά την 
ποιότητα των παραγόμενων ατόμων οδηγώντας σε 
συμπεριφορικές και φυσιολογικές διαφορές σε σχέση 
με τα άτομα αγρίου τύπου (Calkins και Parker 2005), 
επάγοντας έντονες επιλογικές πιέσεις πάνω σε μεγάλο 
μέρος της υφιστάμενης γενετικής ποικιλομορφίας 
που φέρουν οι πληθυσμοί (Loukas et al., 1985). Αυτές 
οι διαφοροποιήσεις επιβαρύνουν τις προσπάθειες 
επαναεισαγωγής των εκτρεφόμενων σε τεχνητές 
συνθήκες οργανισμών στο φυσικό τους περιβάλλον 
(Frankham, 2008), κάτι το οποίο συνέβηκε και στην 
προσπάθεια εφαρμογής της μεθόδου της SIT στο 
δάκο (Economopoulos, 1977). Η περιορισμένη επιτυχία 
της μεθόδου, που οφειλόταν σε φυσιολογικές και 
ηθολογικές διαφορές μεταξύ των εργαστηριακών 
ατόμων και των ατόμων αγρίου τύπου  (βλ. Εισαγωγή, 
§ 2.ε.4), οδήγησε ουσιαστικά στην εγκατάλειψη των 
προσπαθειών βελτιστοποίησής της. Οι εξελικτικές 
διεργασίες οι οποίες διαδραματίζουν πρωταγωνιστικό 
ρόλο και διαμορφώνουν κυρίαρχα το σκηνικό της 
προσαρμογής ενός εργαστηριακού στελέχους, δεν είναι 
άλλες από τις συστηματικού χαρακτήρα επιλογικές 
δυνάμεις, αλλά και τις στοχαστικού χαρακτήρα δυνάμεις 
της γενετικής παρέκκλισης (Simões et al., 2008). 
2.β. Η προσαρμογή του ισραηλινού 
εργαστηριακού στελέχους δάκου 
στις τεχνητές συνθήκες εκτροφής  
Στο τελευταίο σκέλος της παρούσας διατριβής 
μελετήθηκε η εξέλιξη της προσαρμοστικής διαδικασίας 
του ισραηλινού αποικιοποιημένου εργαστηριακού 
στελέχους δάκου, που έλαβε χώρα μέσα στο χρονικό 
πλαίσιο 22 συνολικά γενεών. Ειδικότερα, επιχειρήθηκε 
η ποσοτικοποίηση αυτών των αλλαγών μέσω της 
γενετικής σύγκρισης 8 γενεών (των F0, F1, F2, F3, F5, F8, 
F11 και F22), συνολικά 219 ατόμων, με τη χρήση δέκα 
μικροδορυφορικών γενετικών τόπων. Η προσπάθεια 
κατανόησης του εύρους της γενετικής προσαρμογής του 
εργαστηριακού στελέχους θα μπορούσε να δώσει όλες 
εκείνες της απαραίτητες πληροφορίες που απαιτούνται, 
ώστε να καταρτισθεί ένα πλήρες και αποτελεσματικό 
πρόγραμμα με το είδος και τη συχνότητα εμπλουτισμών 
της αποικίας με άτομα αγρίου τύπου της ευρύτερης 
περιοχής, με βασική επιδίωξη την επιτυχή επαναφορά 
γενετικών χαρακτήρων του ιδρυτικού πληθυσμού στο 
αποικιοποιημένο στέλεχος.
Παρόμοιες μελέτες παρακολούθησης της 
προσαρμοστικής διαδικασίας εργαστηριακών στελεχών 
διαχείρισης, για την πρόβλεψη της δυναμικής της 
εισβολής και τέλος για την εξαγωγή συμπερασμάτων 
σχετικά με οικολογικές και εξελικτικές διεργασίες του 
εισβάλλοντος είδους (Ross and Shoemaker, 2008). 
Το πιθανό δραστικό μέγεθος των ιδρυτικών πληθυσμών 
σε όλες τις περιοχές της Καλιφόρνιας εκτιμάται 
από 40 (το χαμηλότερο) έως 260 (το υψηλότερο) 
(Πίνακας 24). Αυτός ο αριθμός είναι υπολογίσιμος 
εάν αναλογισθεί κανείς ότι ένας πληθυσμός σε ένα 
νέο οικοσύστημα μπορεί να ιδρυθεί ακόμη και από 
ένα μόνο γονιμοποιημένο θηλυκό άτομο. Φαίνεται 
λοιπόν, εξαιτίας αυτών των  μεγεθών να δικαιολογείται 
ο υφιστάμενος αριθμός δραστικών αλληλομόρφων 
στον πληθυσμό της Καλιφόρνιας. Πράγματι, η μέση 
τιμή του δραστικού αριθμού αλληλομόρφων του 
υποπληθυσμού της ανατολικής Μεσογείου είναι 2,88, 
ενώ του πληθυσμού της Καλιφόρνιας είναι αρκετά 
κοντά με τιμή 2,57. Επιπλέον, το αρχικό δραστικό 
μέγεθος των ιδρυτικών ατόμων του πληθυσμού του Los 
Angeles, που σύμφωνα με τα δεδομένα των συλλήψεων 
πιθανότατα να αποτελεί την πύλη εισόδου του δάκου 
στην Καλιφόρνια, προσδιορίζεται έως περίπου 188 
άτομα (Πίνακας 24). Ένα τέτοιο δραστικό μέγεθος 
ιδρυτικού πληθυσμού φαίνεται να υποστηρίζει πως 
τα πιθανότερα σενάρια του τρόπου εισαγωγής του 
εντόμου στην Καλιφόρνια υποδεικνύουν ότι αυτή 
προήλθε ή από τις προσβεβλημένες ελιές κάποιας 
εμπορευματικής αποστολής ή από μολυσμένο προϊόν 
που μετέφερε κάποιος ταξιδιώτης ή ακόμη από την 
εισαγωγή μολυσμένου πολλαπλασιαστικού υλικού 
(δηλαδή από την παρουσία νυμφών του εντόμου εντός 
της μπάλας χώματος στην οποία αναπτύσσονται τα 
φυτώρια της εληάς). 
2. Μελέτη της προσαρμογής του 
ισραηλινού αποικιοποιημένου 
εργαστηριακού στελέχους δάκου σε 
τεχνητό περιβάλλον
2.a. Προβλήματα εφαρμογής της Τεχνικής 
Στείρων Εντόμων (SIT)
Μετά από έξι και πλέον δεκαετίες ανάπτυξης και 
πρακτικής εφαρμογής της μεθόδου SIT υπάρχει η κοινή 
πεποίθηση ότι η ευρωστία των στείρων εντόμων που 
εξαπολύονται στο πεδίο (δηλαδή η ικανότητα επιβίωσής 
τους, αναζήτησης, εύρεσης και αποτελεσματικής 
σύζευξής τους με τα άτομα αγρίου τύπου) είναι στοιχεία 
απαραίτητα για την επιτυχία της (Calkins and Parker, 
2005).
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γενετική ύλη πάνω στην οποία αυτή συντελείται. 
Η ωοαπόθεση των θηλυκών εντόμων είναι ένα 
οικολογικά και φυσιολογικά πλαστικό συμπεριφορικό 
στοιχείο. Θηλυκά άτομα τα οποία ωοτοκούν σε διάφορα 
υποστρώματα στη φύση, που μπορεί να ποικίλουν τόσο 
χωρικά όσο και χρονικά, γενικά υιοθετούν στρατηγικές 
ωοαπόθεσης οι οποίες μπορούν και μεγιστοποιούν την 
αναπαραγωγική τους ικανότητα και κατ’ επέκταση την 
επιβίωσή τους (Xu et al., 2012). Αυτή η πλαστικότητα 
συγκεκριμένων ειδών - που αφορά την ωοαπόθεση - 
αναμένεται να επηρεάζει θετικά και την προσαρμογή 
των αντίστοιχων εργαστηριακών στελεχών τους 
στα τεχνητά υποστρώματα ωοτοκίας, κάτι που 
πιθανότατα αντανακλά και σε ηπιότερες αλλαγές 
στους δημογραφικούς χαρακτήρες των εργαστηριακών 
στελεχών (Diamantidis et al., 2011). Αντίθετα, ο δάκος ως 
έντομο μονοφάγο το οποίο ωοαποθέτει σε ένα και μόνο 
φυσικό υπόστρωμα - τον ελαιόκαρπο - παρουσιάζει 
μικρή φαινοτυπική πλαστικότητα, τουλάχιστον ως προς 
την ικανότητα ωοαπόθεσης. Συνεπώς, δεν αναμένεται 
να προσαρμόζεται στα τεχνητά υποστρώματα ωοτοκίας 
με την ίδια ευελιξία, όπως για παράδειγμα η μύγα της 
Μεσογείου. Σε αυτό το γεγονός οφείλεται πιθανότατα 
και η προαναφερόμενη γενετική στενωπός που 
παρουσίασε το συγκεκριμένο στέλεχος δάκου στην 
αρχή του εργαστηριακού του βίου.
Επίσης,  στην  ίδια  περίοδο της εκτροφής το 
εργαστηριακό στέλεχος αφενός παρουσίασε τα 
υψηλότερα επίπεδα τιμών των δεικτών πολυμορφισμού 
(na, ne και He) (Εικόνα 58 [α,β,γ]) και αφετέρου οι 
διακυμάνσεις των δεικτών αυτών ήταν μικρές, κάτι που 
υποδηλώνει τη σχετική διατήρηση των χαρακτήρων 
«αγρίου τύπου», τουλάχιστον στο αρχικό διάστημα 
της αποικιοποίησης. Αυτό είναι λογικό στο βαθμό 
που ο χρόνος δράσης των επιλογικών πιέσεων πάνω 
στο σύνολο των πολυμορφισμών που φέρει το 
αποικιοποιημένο στέλεχος είναι σε αυτή την πρώιμη 
φάση αρκετά περιορισμένος.                     
Η δεύτερη σημαντική περίοδος παρουσιάζει σχετικά 
χαμηλά επίπεδα πληθυσμιακών μεγεθών (μεταξύ των 
γενεών F2 και F5) (Εικόνα 57).
Επιπρόσθετα, φάνηκε μία γενική τάση σημαντικής 
μείωσης των μέσων τιμών των δεικτών πολυμορφισμού 
(από την F3 έως και την F11 γενεά· Εικόνα 58 [α,β,γ]), όπου 
πιθανότατα έλαβαν χώρα και οι περισσότερες γενετικές 
αλλαγές του εργαστηριακού στελέχους.  
Τέλος, η τρίτη σημαντική περίοδος φαίνεται να είναι μία 
περίοδος σταθεροποίησης υψηλότερων πληθυσμιακών 
μεγεθών (από την F6 γενεά έως την F22 γενεά· Εικόνα 
57). 
στα τεχνητά περιβάλλοντα των εκτροφών έχουν γίνει 
και σε διάφορα άλλα συστήματα, όπως για παράδειγμα 
μία πρόσφατη μελέτη στο συγγενικό έντομο του 
δάκου Bactrocera tryoni (Gilchrist et al., 2012) και μία 
στο έντομο Drosophila subobscura (Simões et al., 2010), 
όπου με τη χρήση μικροδορυφορικών γενετικών τόπων 
διερευνήθηκαν οι γενετικές συνέπειες της διαδικασίας 
αποικιοποίησης των εργαστηριακών τους στελεχών που 
προέρχονταν από προγονικούς φυσικούς πληθυσμούς. 
Η πρώτη μελέτη έδειξε επαναλαμβανόμενα γεγονότα 
γενετικής στενωπού στις πρώτες γενεές, ενώ φάνηκε 
πως οι επιλογικές δυνάμεις ήρθαν στο προσκήνιο στις 
υστερόχρονες γενεές. Η δεύτερη μελέτη έδειξε μία 
διατηρούμενη γενετική ποικιλομορφία καθ’ όλη τη 
διάρκεια των 49 γενεών του πειράματος. Τα υψηλά 
επίπεδα γενετικής ποικιλομορφίας θεωρήθηκε ότι ήταν 
απόρροια της εφαρμογής συγκεκριμένων χειρισμών, 
όπως για παράδειγμα της εξίσωσης των μεγεθών των 
οικογενειών του στελέχους, που φάνηκε ότι μείωσαν 
αποτελεσματικά την απώλειά της. 
2.β.1. Το προφίλ της γενετικής δομής του εργαστηριακού 
στελέχους, των μεταβολών του πληθυσμιακού του μεγέθους 
και των μεταβολών των γενετικών του χαρακτήρων, όπως 
διαμορφώνονται στο χρονικό πλαίσιο 22 εργαστηριακών 
γενεών 
Η τοπολογία του UPGMA δενδρογράμματος (Εικόνα 60), 
η ανάλυση MDS (Εικόνα 63), η Μπαγεσιανή ανάλυση 
με το πρόγραμμα GENECLASS (Πίνακας 33) και η 
Μπαγεσιανή ανάλυση με το πρόγραμμα STRUCTURE 
(Εικόνα 62), επιβεβαιώνουν στο σύνολό τους την 
ύπαρξη τριών μείζονων γενετικών δομικών ομάδων 
μεταξύ των γενεών του εργαστηριακού στελέχους που 
αναλύθηκαν: α) της ομάδας που συγκροτείται από τις 
δύο πρώτες γενεές του εργαστηριακού στελέχους (F0 
και F1), β) της ομάδας που συγκροτείται από τις γενεές 
F2, F3 και F5 και γ) της ομάδας που περιλαμβάνει τις 
γενεές F8, F11 και F22. 
Στο γενικότερο πλαίσιο των τριών αυτών σημαντικών 
περιόδων εντοπίζονται ουσιώδεις αλλαγές που 
συνθέτουν το σκηνικό της αποικιοποίησης του 
ισραηλινού εργαστηριακού στελέχους. Έτσι, πιο 
συγκεκριμένα:    
Η πρώτη σημαντική περίοδος αφορά μία δραματική 
μείωση στα πληθυσμιακά μεγέθη του στελέχους (της 
τάξης του 98,2%· Εικόνα 57) η οποία έλαβε χώρα στις 
τρεις πρώτες εργαστηριακές γενεές F0, F1 και F2. Στην 
ουσία, οι συγκεκριμένες μεταβολές στα πληθυσμιακά 
μεγέθη του στελέχους συνδέονται άρρηκτα με την όλη 
προσαρμοστική διαδικασία, αφού αντικατοπτρίζουν τη 
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γονιδιώματος οι οποίες υπόκεινται σε θετική επιλογή 
(Schlötterer, 2002; Kauer et al., 2003). Οι δείκτες αυτοί 
- δεδομένου του πολυαλληλικού τους χαρακτήρα, 
της ευρείας κατανομής και της αφθονίας τους στα 
ευκαρυωτικά γονιδιώματα - είναι οι πλέον κατάλληλοι 
για την εξυπηρέτηση αυτού του σκοπού (Harr et al., 
2002). Κι αυτό διότι παρόλο που οι μικροδορυφορικοί 
δείκτες είναι ουδέτεροι (Goldstein and Schlötterer, 
1999), είναι δυνατόν να επηρεαστούν από επιλογικές 
δυνάμεις εάν υφίσταται ανισορροπία σύνδεσής τους με 
μια επιλεγόμενη περιοχή του γονιδιώματος (φαινόμενο 
το οποίο στη βιβλιογραφία περιγράφεται με τον όρο 
«οτοστόπ» [hitch-hiking]) (Maynard and Haigh, 1974). 
Έτσι, η δυνατότητα εντοπισμού μικροδορυφορικών 
γενετικών τόπων οι οποίοι πιθανόν επιλέγονται 
θετικά, αποτελεί ένα πρώτο σημαντικό βήμα προς 
την κατεύθυνση της σύνδεσης συγκεκριμένων 
γενετικών μικροδορυφορικών τόπων με περιοχές του 
γονιδιώματος που σχετίζονται με το γενετικό υπόβαθρο 
της προσαρμογής ενός εργαστηριακού στελέχους στις 
τεχνητές συνθήκες εκτροφής.          
Στην παρούσα μελέτη εξετάστηκε η πιθανότητα άσκησης 
επιλογικών πιέσεων πάνω στους μικροδορυφορικούς 
πολυμορφισμούς, αρχικά, με τη χρήση του τεστ LnRH. 
Ο αλγόριθμος LnRH είναι ο νεπέριος λογάριθμος του 
λόγου των αναμενόμενων ετεροζυγωτιών μεταξύ δύο 
πληθυσμών, για ένα συγκεκριμένο γενετικό τόπο. Η 
ύπαρξη ακραίων τιμών LnRH σε ένα γενετικό τόπο, 
δηλαδή εκτός κανονικής κατανομής η οποία ισχύει σε 
συνθήκες ουδέτερης εξέλιξης, αποτελεί ένδειξη άσκησης 
επιλογικών δυνάμεων στον τόπο αυτό (Schlötterer, 2002; 
Kauer et al., 2003; Marshall and Weiss, 2006). Σύμφωνα 
με τη στατιστική μέθοδο ANOVA και με τη στατιστική 
μέθοδο post hoc LSD Fisher’s test δεν παρουσιάστηκε 
καμία στατιστικά σημαντική απόκλιση από το προφίλ 
της εξελικτικής ουδετερότητας, για καμία τιμή LnRH, 
κανενός γενετικού τόπου. Ωστόσο, καταγράφηκε μία 
οριακά στατιστικά σημαντική διαφορά της τιμής του 
LnRH για το μικροδορυφορικό γενετικό τόπο Boms2 
μεταξύ της F5 και της F11 γενεάς (LnRH = -1,961), 
γεγονός το οποίο υποδηλώνει την πιθανότητα άσκησης 
επιλογικής πίεσης σε αυτόν. Επίσης, η πιθανή άσκηση 
επιλογικών δυνάμεων σε κάθε γενετικό τόπο εξετάστηκε 
με το πρόγραμμα Populus 5.4. Το κάθε προσομοιωτικό 
μοντέλο του συγκεκριμένου προγράμματος βασίσθηκε 
στη σχετική αρμοστικότητα όλων των γονοτυπικών 
συνδυασμών κάθε μικροδορυφορικού γενετικού τόπου, 
η οποία και υπολογίσθηκε για την F3 εργαστηριακή 
γενεά του αποικιοποιημένου στελέχους. Η ανάλυση 
αυτή έδωσε μια εικόνα άσκησης επιλογικών πιέσεων 
Επιπλέον, μεταξύ των γενεών F11 και F22 του 
αποικιοποιημένου στελέχους δεν καταγράφηκε καμία 
αξιοσημείωτη αλλαγή στα επίπεδα πολυμορφισμού. 
Ωστόσο, πρέπει να αναφερθεί ότι η συνολική απώλεια 
πολυμορφισμού υπήρξε πραγματικά εντυπωσιακή 
(Εικόνα 59). Εάν υποθέσουμε ότι η απώλεια 
πολυμορφισμού ενός πληθυσμού συνδέεται με την 
απώλεια των χαρακτήρων «αγρίου τύπου», τότε φαίνεται 
πως το συγκεκριμένο εργαστηριακό στέλεχος έχει 
απολέσει ένα μεγάλο μέρος των χαρακτήρων εκείνων 
που είναι απαραίτητοι προκειμένου να είναι επιτυχής 
μια πιθανή επαναεισαγωγή του στο περιβάλλον. 
Συνοψίζοντας, φαίνεται πως στις δύο πρώτες γενεές 
το συγκεκριμένο εργαστηριακό στέλεχος δάκου 
διατηρεί σε μεγάλο βαθμό το γενετικό του χαρακτήρα, 
ενώ ακολούθως από την γενεά F2 έως και πριν την F8 
βιώνει μία περίοδο σχετικά ήπιων προσαρμοστικών 
αλλαγών. Η γενεά F8 παρουσιάζει ένα περισσότερο 
μεταβατικό γενετικό προφίλ τόσο μεταξύ των γενεών 
F2, F3 και F5 όσο και μεταξύ των δύο τελευταίων γενεών 
F11 και F22. Ωστόσο, από την F8 γενεά και μετέπειτα 
φαίνεται να υφίσταται μία περίοδος μεγαλύτερης 
προσαρμοστικής έντασης, η οποία κορυφώνεται στην 
F11 γενεά και διατηρείται πρακτικά αμετάβλητη έως και 
την F22 γενεά. Κατά συνέπεια, λοιπόν, 11 εργαστηριακές 
γενεές αρκούν για να οδηγήσουν το αποικιοποιημένο 
εργαστηριακό στέλεχος σε μία κατάσταση πλήρους 
γενετικής διαφοροποίησής του από το γηγενή ιδρυτικό 
πληθυσμό.
2.γ. Η δράση της φυσικής επιλογής και της 
τυχαίας γενετικής παρέκκλισης πάνω στους 
πολυμορφισμούς των μικροδορυφορικών 
γενετικών τόπων 
Από τη μία, οι μελέτες εργαστηριακών στελεχών 
είναι πολύ χρήσιμες για την ανάλυση εξελικτικών 
διαδικασιών που δρουν σε παρόντα χρόνο και, μέσα από 
τη μελέτη των γενετικών αλλαγών που παρατηρούνται 
στις διαφορετικές διαδοχικές γενεές τους, επιτρέπουν 
την κατανόηση των επιπτώσεων μιας σειράς 
εξελικτικών μηχανισμών (όπως της τυχαίας γενετικής 
παρέκκλισης, των επιλογικών πιέσεων, των ιδρυτικών 
φαινομένων, των φαινομένων γενετικής στενωπού 
κ.λπ.) που αφορούν τις παρατηρούμενες γενετικές 
διαφοροποιήσεις (Chippindale, 2006; Morgan et al., 
2003; 2005). Από την άλλη, η χρήση των ουδέτερων 
μικροδορυφορικών γενετικών τόπων σε τέτοιου είδους 
μελέτες αποτελεί ένα σημαντικό εργαλείο το οποίο 
χρησιμοποιείται για την αναγνώριση περιοχών του 
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έχουν να κάνουν αρχικά με τη γεωγραφική προέλευση 
μιας βιολογικής εισβολής ή των πολλαπλών εισβολών 
που λαμβάνουν χώρα στην περιοχή ενδιαφέροντος και 
υστερόχρονα με το εύρος των επιπέδων προσαρμογής 
στις προκλήσεις του περιβάλλοντος εισαγωγής. Η 
γενετική ανάλυση ενός εισαγόμενου σε μία περιοχή 
είδους έχει τη δυνατότητα να δώσει κάποιες απαντήσεις 
στα προηγούμενα θέματα, αρκεί να υπάρχουν 
κατάλληλα μοριακά εργαλεία. 
Στην παρούσα διατριβή επιχειρήθηκε η μοριακή 
γενετική ανάλυση της εισβολής του δάκου στην 
Καλιφόρνια προκειμένου να προσεγγιστούν κάποια από 
τα παραπάνω ερωτήματα. Πράγματι, υπήρξε απάντηση 
στο βασικό ζήτημα του γεωγραφικού εντοπισμού 
της προέλευσης της βιολογικής εισβολής, αφού από 
τα στοιχεία της ανάλυσης φάνηκε να είναι η περιοχή 
της ανατολικής Μεσογείου, όπως επίσης υπήρξε 
και η ένδειξη ενός δεύτερου συμβάντος βιολογικής 
εισβολής δάκου στην Καλιφόρνια πάλι από την ίδια 
περιοχή. Αυτά τα δεδομένα βοηθούν στην πληρέστερη 
κατανόηση της βιολογικής εισβολής κάτι που μπορεί 
να αποτελέσει ένα χρήσιμο εργαλείο για την ανάπτυξη 
αποτελεσματικότερων μεθόδων αποτροπής νέων 
εισβολών στην περιοχή αλλά και γενικότερα του ελέγχου 
της (Carey et al., 1996), συμπεριλαμβανομένου και του 
βιολογικού. Ωστόσο, εξαιτίας μίας πιθανής πρώιμης 
περιόδου στην οποία μία εισβολή μπορεί να μην 
ανιχνεύεται (Carey, 1996), ο εισβάλλοντας πληθυσμός 
θα έχει ήδη υποστεί κάποιες προσαρμοστικές αλλαγές 
μέχρι το χρονικό σημείο που το συμβάν της εισβολής 
θα έχει γίνει αντιληπτό. Επιπλέον, η ύπαρξη ιδρυτικών 
φαινομένων τα οποία αποτελούν μία βιολογική 
πραγματικότητα που αφορά κάθε συμβάν βιολογικής 
εισβολής, διαφοροποιεί γενετικά των πληθυσμό 
εισαγωγής από τον πληθυσμό προέλευσής της. 
Συνεπώς, όλα τα παραπάνω αυξάνουν την πιθανότητα 
ασυμβατότητας μεταξύ του οργανισμού ξενιστή και του 
βιολογικού εχθρού του και γι’ αυτό καθιστούν πολύ 
συχνά προβληματική την εφαρμογή των προγραμμάτων 
βιολογικού ελέγχου του εισβολέα ακόμη και εάν στην 
περιοχή της εισβολής εισαχθεί ένα βιολογικός εχθρός 
από την περιοχή προέλευσής της (δηλαδή ακόμη και αν 
επαναεισαχθεί στην περιοχή της εισβολής μία γνωστή 
σχέση συν-εξέλιξης ξενιστή/βιολογικού εχθρού) (Ehler, 
1998; Wang et al., 2012). Tα ευρήματα της παρούσας 
διατριβής μπορεί επίσης να αποβούν χρήσιμα στον 
επανακαθορισμό του πλαισίου των υφιστάμενων 
κανόνων που διέπουν τόσο τις εμπορικές συναλλαγές 
όσο και τις διεθνείς μετακινήσεις μεταξύ των Η.Π.Α. 
και των χωρών που βρίσκονται πάνω στο γεωγραφικό 
επίσης στο γενετικό τόπο Boms2. Το γεγονός ότι στην 
F3 γενεά οι συχνότητες των τριών αλληλομόρφων 
του συγκεκριμένου γενετικού τόπου παρουσίασαν 
σημαντικές τιμές (0,23, 0,33 και 0,44), είναι κάτι που 
μειώνει την πιθανότητα υποεκτίμησης των σχετικών 
αρμοστικοτήτων των γονοτυπικών συνδυασμών και 
ενδυναμώνει στατιστικά το αποτέλεσμα της ανάλυσης. 
Τελικά, φαίνεται πως υπεύθυνη για το σύνολο σχεδόν 
της απώλειας της γενετικής ποικιλομορφίας, αλλά 
και για τη γενετική διαφοροποίηση του στελέχους – 
αναφορικά με τον φυσικό ιδρυτικό πληθυσμό – είναι 
κυρίως η τυχαία γενετική παρέκκλιση. Το γενικό αυτό 
συμπέρασμα επιβεβαιώνεται και από τα αποτελέσματα 
μελετών σε διαφορετικά συστήματα (Gilchrist et al., 
2012; Simões et al., 2008; Simões et al., 2010). Πάντως, 
εάν ήταν γνωστά τα γονίδια του δάκου, θα μπορούσαν 
να εντοπιστούν γειτονικά του Boms2 γονίδια που 
πιθανόν να ήταν στόχοι επιλογικών δράσεων.        
Συμπεράσματα της παρούσας μελέτης: 
χρησιμότητα 
και μελλοντικές προοπτικές 
Ανάλυση της βιολογικής εισβολής του δάκου της ελιάς στην 
Καλιφόρνια
Η βιολογική εισβολή του δάκου της ελιάς στην 
Καλιφόρνια εντάσσει εντός του φάσματος των 
αρνητικών επιπτώσεών της ένα υπολογίσιμο μέρος των 
οικονομικών και κοινωνικών δομών της περιοχής αυτής, 
αλλά και ένα μέρος των οικοσυστημικών ισορροπιών 
της. Ιδιαίτερα σε μία περιοχή όπου η καλλιέργεια της 
εληάς πραγματοποιούταν για σχεδόν πάνω από εκατό 
χρόνια χωρίς την παρουσία του σημαντικότερου εχθρού 
της, του δάκου, όλες οι παραπάνω επιπτώσεις αποκτούν 
μία ιδιαίτερη βαρύτητα.
Από τη στιγμή που εντοπίζεται ένα συμβάν βιολογικής 
εισβολής είναι σημαντικό να σχεδιαστούν και να 
υλοποιηθούν εγκαίρως μία σειρά άμεσων μέτρων 
αλλά και στρατηγικών προκειμένου εάν είναι δυνατόν 
να εξαλειφθούν ή το πιο πιθανό να περιοριστούν 
κατά το δυνατό τα προβλήματα που απορρέουν από 
το βιολογικό γεγονός. Προς αυτή την κατεύθυνση 
είναι σημαντική η κατανόηση της δυναμικής της 
εισβολής μέσα από τη στενή παρακολούθηση των 
δημογραφικών και κλασικών οικολογικών παραμέτρων 
που τη χαρακτηρίζουν. Ωστόσο, οι προσεγγίσεις αυτές, 
παρά το γεγονός ότι είναι πολύ σημαντικές για τους 
λόγους που αναφέρθηκαν παραπάνω, προσκρούουν 
στην αποσαφήνιση κάποιων βασικών ζητημάτων που 
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των συντελούμενων εξελικτικών διεργασιών σε ένα 
κλειστό εργαστηριακό σύστημα εκτροφής. 
Στην παρούσα διατριβή γίνεται προσπάθεια να 
διερευνηθεί η προσαρμοστική διαδικασία ενός 
αποικιοποιημένου ισραηλινού εργαστηριακού στελέχους. 
Τα δεδομένα της ανάλυσης υποδεικνύουν μία μεγάλης 
έκτασης απώλεια της γενετικής ποικιλομορφίας και 
μία ταυτόχρονη αύξηση της γενετικής διαφοροποίησης 
με την πάροδο των εργαστηριακών γενεών. Αυτή 
η δραστική μείωση της γενετικής ποικιλομορφίας 
οφείλεται στο χαρακτήρα των κλειστών συστημάτων 
εκτροφής, που δεν μπορούν να μετριάσουν τη δράση 
της τυχαίας γενετικής παρέκκλισης με την είσοδο νέων 
αλληλομόρφων εξαιτίας μεταλλάξεων ή γονιδιακής 
ροής. Έτσι, σύμφωνα με τα προηγούμενα, η απώλεια 
της γενετικής ποικιλομορφίας φαίνεται να είναι μία 
κατάσταση αντιστρέψιμη, εάν μπορέσει να μετριαστεί 
η δράση της τυχαίας γενετικής παρέκκλισης με μία 
ελεγχόμενη γονιδιακή ροή που θα υλοποιείται με 
ένα πρόγραμμα εμπλουτισμού του συγκεκριμένου 
στελέχους. Το πρόγραμμα εμπλουτισμού θα πρέπει 
να βασίζεται στην εισαγωγή μόνο αρσενικών ατόμων 
αγρίου τύπου στην εργαστηριακή εκτροφή, διότι 
σε περίπτωση εισαγωγής αρσενικών και θηλυκών 
ατόμων αγρίου τύπου το εγχείρημα θα παρουσίαζε 
μικρές πιθανότητες επιτυχίας. Κι αυτό εξαιτίας των 
πιθανών ομοιοεπιλεκτικών διασταυρώσεων μεταξύ 
των αρσενικών και θηλυκών ατόμων αγρίου τύπου, με 
συνέπεια τη μη εκπλήρωση του στόχου της γονιδιακής 
ροής από το περιβάλλον προς το κλειστό σύστημα 
εκτροφής του αποικιοποιημένου εργαστηριακού 
στελέχους. Τα δεδομένα της μελέτης υποδεικνύουν 
ότι ένα τέτοιο  πρόγραμμα εμπλουτισμών θα πρέπει 
να  επαναλαμβάνεται κάθε 8 περίπου εργαστηριακές 
γενεές (δηλαδή περίπου μία κατ’ έτος), αφού από την 8 
εργαστηριακή γενεά και κάτω αυξάνεται η ένταση της 
γενετικής διαφοροποίησης. Ωστόσο, χρήσιμο θα ήταν 
πριν εφαρμοστεί μία τέτοια διαδικασία να προηγηθεί 
η διεξαγωγή πειραμάτων ελέγχου ανταγωνιστικότητας 
μεταξύ των αρσενικών ατόμων αγρίου τύπου και των 
εργαστηριακών ατόμων διαφορετικών διαδοχικών 
γενεών, σε σχέση με την ικανότητα πραγματοποίησης 
συζεύξεων. Ακόμη, θα ήταν χρήσιμη η γενετική ανάλυση 
του εργαστηριακού στελέχους μετά τη διενέργεια 
εμπλουτισμού, προκειμένου να διαπιστωθεί και στην 
πράξη το εύρος της γονιδιακής ροής και ο βαθμός 
αποκατάστασης των χαρακτήρων «αγρίου τύπου» του 
στελέχους. Τέλος, αναφορικά με το άλλο βασικό ζήτημα 
της προσαρμογής του εργαστηριακού στελέχους στις 
τεχνητές συνθήκες του περιβάλλοντος εκτροφής, 
αποτύπωμα της εισβολής, έτσι ώστε να μην δοθούν 
νέες ευκαιρίες εισαγωγής του εντόμου στην Καλιφόρνια 
αλλά και να αποτραπούν πιθανές εισαγωγές άλλων 
ειδών από αυτές τις «θερμές» περιοχές. Tο άλλο βασικό 
ερώτημα που αφορά μία εισβολή, δηλαδή τη διαδικασία 
της εξελικτικής προσαρμογής του εισβάλλοντος είδους 
στο νέο οικοσύστημα, δεν μελετήθηκε στο πλαίσιο της 
παρούσας διατριβής. Ωστόσο, οι γενετικές πληροφορίες 
που  συσσωρεύτηκαν από την ανάλυση διαχρονικών 
δειγμάτων δάκου από την Καλιφόρνια δημιουργούν 
μία καλή προοπτική για μελλοντικές μελέτες. Θα ήταν 
χρήσιμο, προς την κατεύθυνση αυτή, να διευρυνθεί 
η διαχρονική βάση των δειγμάτων από τις διάφορες 
περιοχές εξάπλωσης του εντόμου στην Καλιφόρνια, 
προκειμένου να υπάρχει μεγαλύτερη ευελιξία και 
καλύτερες προοπτικές επιτυχίας του εγχειρήματος. 
Τέτοιου είδους μελέτες όχι μόνο θα μπορέσουν να 
καθορίσουν το εύρος της προσαρμοστικής διαδικασίας, 
αλλά επιπλέον θα μπορέσουν να εντοπίσουν και 
περιοχές του γονιδιώματος που υφίστανται επιλογικές 
πιέσεις. Θα ήταν πράγματι ενδιαφέρον να γίνουν 
προσπάθειες σύνδεσης, στο βαθμό που αυτό θα ήταν 
εφικτό, συγκεκριμένων γονιδιωματικών περιοχών 
που υφίστανται επιλογικές πιέσεις με κάποιες πιθανές 
ιδιαιτερότητες των οικοσυστημάτων στα οποία οι 
εισβάλλοντες οργανισμοί διαβιούν. Τέτοιες ερευνητικές 
προσπάθειες μπορούν να αποκαλύψουν σε ένα βαθύτερο 
επίπεδο συγκεκριμένες εξελικτικές διεργασίες. Όμως, 
για την πραγματοποίησή τους πρέπει να προηγηθεί η 
ανάπτυξη γονιδιωματικών εργαλείων στο δάκο.                        
Μελέτη της προσαρμογής του ισραηλινού εργαστηριακού 
στελέχους δάκου στις τεχνητές συνθήκες εκτροφής 
Η απώλεια γενετικής ποικιλομορφίας και η 
συνεπαγόμενη αύξηση των επιπέδων γενετικής 
διαφοροποίησης με την πάροδο του εργαστηριακού 
χρόνου εκτροφής, καθώς και η προσαρμογή στα 
τεχνητά περιβάλλοντα είναι τα βασικά προβλήματα με 
τα οποία έρχονται αντιμέτωπα τα στελέχη που διαβιούν 
σε συνθήκες περιορισμού. Αυτή η κατάσταση οδηγεί τα 
εκτρεφόμενα εργαστηριακά στελέχη σε συμπεριφορικές 
αλλαγές, κάτι που εμποδίζει τις προσπάθειες επιτυχούς 
επαναεισαγωγής τους στη φύση εξαιτίας της απώλειας 
των χαρακτήρων «αγρίου τύπου». Η κατανόηση του 
γενετικού υπόβαθρου αυτών των αλλαγών, αλλά και της 
συμμετοχής των δυο βασικών εξελικτικών διεργασιών 
που καθορίζουν το πλαίσιό τους, δηλαδή της τυχαίας 
γενετικής παρέκκλισης και των επιλογικών πιέσεων, είναι 
αποφασιστικής σημασίας βήματα για την αποκάλυψη 
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φαίνεται πως οι γενετικές αλλαγές που καταγράφηκαν 
οφείλονται κυρίαρχα στην τυχαία γενετική παρέκκλιση 
και σε ένα πολύ μικρό μέρος στις επιλογικές πιέσεις. 
Ο εντοπισμός ενός ουδέτερου μικροδορυφορικού 
γενετικού τόπου που εμφανίζει ενδείξεις επιλογικής 
δράσης, είναι ένα σημαντικό βήμα προς την κατεύθυνση 
της σύνδεσης συγκεκριμένων μικροδορυφορικών 
γενετικών τόπων με υποψήφια γονίδια που πιθανά 
σχετίζονται με το γενετικό υπόβαθρο της προσαρμογής 
του πληθυσμού στις τεχνητές συνθήκες εκτροφής, κάτι 
που δεν έχει διερευνηθεί στην παρούσα μελέτη και θα 
μπορούσε να είναι αντικείμενο μελλοντικών ερευνητικών 
προσπαθειών. Τέτοιου είδους μελέτες μπορούν να 
συνδέσουν συγκεκριμένα γονίδια με συγκεκριμένους 
χαρακτήρες του τεχνητού περιβάλλοντος εκτροφής 
(όπως για παράδειγμα με τα υποστρώματα ωοτοκίας, 
με στοιχεία της δίαιτας των οργανισμών κ.ά.), εξαιτίας 
ακριβώς της μικρότερης πολυπλοκότητας του 
εργαστηριακού περιβάλλοντος συγκριτικά με τα φυσικά 
οικοσυστήματα. Αυτή η σύνδεση εκτός του ότι θα 
ήταν δυνατό να αποκαλύψει βαθύτερους μηχανισμούς 
εξελικτικής προσαρμογής θα μπορούσε να βοηθήσει και 
στον καλύτερο σχεδιασμό των τεχνητών συστημάτων 
εκτροφής, προς την κατεύθυνση της παραγωγής 
περισσότερο εύρωστων στελεχών. Εντούτοις, για να 
προχωρήσουν τέτοιου είδους ερευνητικές προσπάθειες 
θα ήταν σκόπιμο να προηγηθεί μια συνολικότερη 
διερεύνηση του γονιδιώματος και τρανσκριπτόματος 
του εντόμου. Τέτοιες μελέτες διενεργούνται την 
τελευταία διετία στο εργαστήριό μας.
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
168
Andolfatto, P., Scriber, J. M., Charlesworth, B. (2003). No 
association between mitochondrial DNA haplotypes and 
a female limited mimicry phenotype in Papilio glaucus. 
Evolution, 57, 305–316.
Ant, T., Koukidou, M., Rempoulakis, P., Gong, H., 
Economopoulos, A., Vontas, J., Alphey, L. (2012). Control 
of the olive fruit fly using genetics-enhanced sterile insect 
technique. BMC Biology, 10.
Araki, H., Arden, W. R., Olsen, E. M., Cooper, B., Blouin, 
M.S. (2007a). Reproductive success of captive-bred 
steelhead trout in the wild: evaluation of three hatchery 
programs in the Hood River. Conservation Biology, 21, 
181–190.
Araki, H., Cooper, B., Blouin, M. S. (2007b). Genetic 
effects of captive breeding cause a rapid, cumulative 
fitness decline in the wild. Science, 318, 100–103.
Arambourg, Y. (1986). In: Reunion sur la protection 
phytosanitaire de l’ olivie, April 1986, Sfax, Tunisia, pp. 
75, Madrid, FAO.
Arcot, S. S., Wang, Z., Weber, J. L., Deininger, L., Batzer, 
M. A. (1995). Alu repeats: A source for the genesis of 
primate microsatellites. Genomics, 29, 136–144.
Areshchenkova, T., Ganal, M. W. (1999). Long tomato 
microsatellites are predominantly associated with 
centromeric regions. Genome, 42, 536-544.
Armstrong, S. (1995). Rare plants protect Cape’s water 
supplies. New Scientist, 11Feb, 8.
Arnold, S. J., (1995). Monitoring genetic variation and 
evolution in captive populations. In: Ballou, J.D., Gilpin, 
M., Foose, T. J. (Eds.), Population Management for 
Survival and Recovery: Analytical Methods and Strategies 
in Small Population Conservation. Columbia University 
Press, New York, pp. 295–317.
Aruffo, A., B., Seed. (1987). Molecular cloning of a CD28 
cDNA by a high efficiency COS cell expression system. 
Proc. Natl. Acad. Sci., 84, 8573-8577.
Ascunce, M. S., Yang, C. C., Oakey, J., Calcaterra, L., Wu, 
W. -., Shih, C. J., Goudet, J., Ross, K. G., Shoemaker, D. D. 
(2011). Global invasion history of the fire ant Solenopsis 
invicta. Science, 331(6020), 1066-1068.
ΞΕΝΟΓΛΩΣΣΗ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
Aharoni, A., Baran, N., Manor, H. (1993). Characterization 
of a multisubunit human protein which selectively binds 
single stranded d (GA) n and d (GT) n sequence repeats in 
DNA. Nucleic Acids Research, 21, 5221-5228.
Ahren, D., Troein, C., Johansson, T., Tunlid, A. (2004). 
PHOREST: a web-based tool for comparative analyses of 
expressed sequence tag data. Molecular Ecology Notes, 4, 
311-314.
Aitken, N., Smith, S., Schwarz, C., Morin, P. A. (2004). 
Single nucleotide polymorphism (SNP) discovery in 
mammals: A targeted-gene approach. Molecular Ecology, 
13(6), 1423-1431.
Akey, J. M., Zhang, K., Xiong, M., Jin, L. (2003). The effect of 
single nucleotide polymorphism identification strategies 
on estimates of linkage disequilibrium. Molecular Biology 
and Evolution, 20(2), 232-242.
Allendorf, F. W. (1993). Delay of adaptation to captive 
breeding by equalizing family size. Conservation Biology, 
7, 416–419.
Allendorf, F. W., Seeb, L. W. (2000). Concordance of 
genetic divergence among sockeye salmon populations at 
allozyme, nuclear DNA, and mitochondrial DNA markers. 
Evolution, 54, 640–651.
Alphey, L., Andreasen, M. H. (2002). Dominant lethality 
and insect population control. Molecular and Biochemical 
Parasitology, 121, 173-178. 
Alstad, D. N. (2007). Populus version 5.4. Department 
of Ecology, Evolution and Behaviour, University of 
Minnesota.
Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W., Lipman, 
D. J. (1990). Basic local alignment search tool. Journal of 
Molecular Biology, 215(3), 403-410.
Amos, W., Flint, J., Xu, X. (2008). Heterozygosity increases 
microsatellite mutation rate, linking it to demographic 
history. BMC Genetics, 9, 72.
Anderson, E. C. (2005). An efficient Monte Carlo method 
for estimating Ne from temporally spaced samples using 
a coalescent-based likelihood. Genetics, 170(2), 955–967.
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
169
and Evolution, 16, 602-610.
Baker, H. G., Stebbins, G. L. (1965). The Genetics of 
Colonizing Species. Academic Press, New York.
Baldoni, L., Guerrero, C., Sossey-Aloui, K., Abbott, A. 
G., Angiolillo, A., Lumaret, R., (2002). Phylogenetic 
relationships among Olea species, based on nucleotide 
variation at a non-coding chloroplast DNA region. Plant 
Biol., 4, 346–351.
Barry, J. D., McInnis, D. O., Gates, D., Morse, J. G. (2003). 
Effects of irradiation on Mediterranean fruit flies (Diptera: 
Tephritidae): emergence, survivorship, lure attraction, 
and mating competition. J. Econ. Entomol., 96(3), 615-22.
Bauer, W., Vinograd, J. (1968). The interaction of closed 
circular DNA with intercalative dyes. I. the superhelix 
density of SV40 DNA in the presence and absence of 
dye. Journal of Molecular Biology, 33(1), 141-171.
Beebee, T. J. C., Rowe, G. (2004). An introduction to 
molecular ecology. Oxford New York: Oxford University 
Press.
Belkhir, K., Borsa, P., Chikhi, L., Raufaste, N., Bonhomme, 
F. (2001). GENETIX 4.03, logiciel sous Windows™ pour 
la génétique des populations. Laboratoire Génome, 
Populations, Interactions, CNRS UMR 5000, Université 
de Montpellier II, Montpellier, France.
Bercovich, J. A., Grinstein, S., Zorzopulos, J. (1992). Effect 
of DNA concentration on recombinant plasmid recovery 
after blunt-end ligation. BioTechniques, 12(2), 190-193.
Berger, S. L., Cress, W. D., Cress, A., Triezenberg, S. J., 
Guarente, L. (1990) Selective inhibition of activated but 
not basal transcription by the acidic activation domain of 
VP16: evidence for transcriptional adaptors. Cell, 61(7), 
1199-1208.
Bernatchez, L., Landry, C. (2003). MHC studies in 
nonmodel vertebrates: what have we learned about 
natural selection in 15 years? Journal of Evolutionary 
Biology, 16, 363–377.
Bertoni, F., Codegoni, A. M., Furlan, D., Tibiletti, M. 
G., Capella, C., Broggini, M. (1999). CHK1 frameshift 
mutations in genetically unstable colorectal and 
endometrial cancers. Genes Chromosomes Cancer, 26, 
176-180.
Ashburner, M., (1989). Drosophila. A laboratory 
handbook. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, NY.
Aslanidis, C., De Jong, P. J. (1990). Ligation-independent 
cloning of PCR products (LIC-PCR). Nucleic Acids Research, 
18(20), 6069-6074.
Augustinos, A. A., Mamuris, Z., Stratikopoulos, E. E., 
D’Amelio, S., Zacharopoulou, A., Mathiopoulos K. D. 
(2005). Microsatellite analysis of olive fly populations in 
the Mediterranean indicates a westward expansion of the 
species. Genetica, 125, 231–241.
Augustinos, A. A., Stratikopoulos, E. E., Zacharopoulou, 
A., Mathiopoulos, K. D. (2002). Polymorphic microsatellite 
markers in the olive fly, Bactrocera oleae. Mol. Ecol. Notes, 
2, 278–280.
Avise, J. C. (1994). Molecular Markers, Natural History 
and Evolution. Chapman & Hall, New York.
Avise, J. C., Arnold, J., Ball, R. M., Bermingham, Ε., Lamb, 
Τ., Neigel, J. Ε., Reeb, C. A., Saunders. N. C. (1987). 
Intraspecific phylogeography – the mitochondrial-DNA 
bridge between population genetics and systematics. 
Annual Review of Ecology and Systematics, 18, 489–522.
Avison, M. (2007). Measuring Gene Expression. 1st 
edition. New York: Taylor & Francis Group.
Awadalla, P., Eyre-Walker, A., Maynard-Smith, J. (1999). 
Linkage disequilibrium and recombination in hominid 
mitochondrial DNA. Science, 286, 2524–2525.
Ayala, F. J. (1965a). Evolution of fitness of experimental 
populations of Drosophila serrata. Science, 150, 903–905.
Ayala, F. J. (1965b). Relative fitness of populations of 
Drosophila serrata and Drosophila birchii. Genetics, 51, 
527–544.
Bachtrog, D., Agis, M., Imhof, M., Schlötterer, C. (2000). 
Microsatellite variability differs between dinucleotide 
repeat motifs-evidence from Drosophila melanogaster. 
Molecular Biology and Evolution, 17, 1277–1285.
Bachtrog, D., Weiss, S., Zangerl, B., Brem, G., Schlötterer, 
C. (1999). Distribution of dinucleotide microsatellites in 
the Drosophila melanogaster genome. Molecular Biology 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
170
Bonizzoni, M., Zheng, L., Guglielmino, C. R., Haymer, D. 
S., Gasperi, G., Gomulski, L. M., Malacrida, A. R. (2001). 
Microsatellite analysis of medfly bioinfestations in 
California. Molecular Ecology, 10(10), 2515-2524.
Bossdorf, O., Auge, H., Lafuma, L., Rogers, W. E., Siemann, 
E., Prati, D. (2005). Phenotypic and genetic differentiation 
between native and introduced plant populations. 
Oecologia, 144, 1–11.
Botstein, D., White, R. L., Skolnick, M., Davis, R. W. (1980). 
Construction of a genetic linkage map in man using 
restriction fragment length polymorphisms. American 
Journal of Human Genetics, 32, 314–333.
Bowers, J., Boursiquot, J. M., This, P., Chu, K., Johansson, 
H., Meredith, C. (1999). Historical genetics: The 
parentage of Chardonnay, Gamay, and other wine grapes 
of northeastern France. Science, 285, 1562-1565.
Brouillette, J. A., Andrew, J. R., Venta, P. J. (2000). Estimate 
of nucleotide diversity in dogs with a pool-and-sequence 
method. Mammalian Genome, 11(12), 1079-1086.
Brown, W. M., George, M. Jr., Wilson, A. C. (1979). Rapid 
evolution of animal mitochondrial DNA. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 76(4), 1967–1971.
Brumfield, R. T., Beerli, P., Nickerson, D.A., Edwards, S. 
V. (2003). Single nucleotide polymorphisms (SNPs) as 
markers in phylogeography. Trends in Ecology & Evolution, 
18, 249–256.
Bryant, E. H., Reed, D .H. (1999). Fitness decline under 
relaxed selection in captive populations. Conservation 
Biology, 13, 665–669.
Buschiazzo, E., Gemmell, N. J. (2006). The rise, fall and 
renaissance of microsatellites in eukaryotic genomes. 
Bioessays, 28, 1040–1050.
Bush, G. L., Neck, R. W., Kitto, G. B. (1976). Screwworm 
eradication: inadvertent selection for noncompetitive 
ecotypes during mass rearing. Science, 193, 491–493.
Byars, S. G., Papst, W., Hoffmann, A. A. (2007). Local 
adaptation and cogradient selection in the alpine 
plant, Poa hiemata, along a narrow altitudinal gradient. 
Evolution, 61, 2925–2941.
Besnard, G., Rubio de Casas, R., Christin, P.-A., Vargas, P., 
(2009). Phylogenetics of Olea (Oleaceae) based on plastid 
and nuclear ribosomal DNA sequences: tertiary climatic 
shifts and lineage differentiation times. Ann. Bot., 104, 
143–160.
Besnard, G., Rubio de Casas, R., Vargas, P., (2007). 
Plastid and nuclear DNA polymorphism reveals historical 
processes of isolation and reticulation in the olive tree 
complex (Olea europea). J. Biogeogr., 34, 736–752.
Bhargava, Α., Fuentes, F. F. (2010). Mutational Dynamics 
of Microsatellites. Molecular Biotechnology, 44, 250–266.
Bichara, M., Pinet, I., Schumacher, S., Fuchs, R. (2000). 
Mechanisms of dinucleotide repeat instability in 
Escherichia coli. Genetics, 154, 533-542.
Biet, E., Sun, J., Dutreix, M. (1999). Conserved sequence 
preference in DNA binding among recombination 
proteins: an effect of ssDNA secondary structure. Nucleic 
Acids Research, 27, 596-600.
Birky, Jr. C. W. (2001). The inheritance of genes in 
mitochondria and chloroplasts: laws, mechanisms, and 
models. Annual Review of Genetics, 35, 125–1248.
Birnboim, H. C., Doly, J., (1979). A rapid alkaline procedure 
for screening recombinant plasmid DNA. Nuclei Acids 
Res., 7, 1513-1523.
Blouin, M. S., Parsons, M., Lacaille, V., Lotz, S. (1996). Use 
of microsatellite loci to classify individuals by relatedness. 
Molecular Ecology, 5, 393–401.
Boardman, J., (1976). The olive in the Mediterranean: its 
culture and use. Philos. Trans. R. Soc. Lond., B, Biol. Sci., 
275, 187–196.
Bogerd, H. P., Wiegand, H. L., Hulme, A. E., Garcia-
Perez, J. L., O’Shea, K. S. (2006). Cellular inhibitors of 
long interspersed element 1 and Alu retrotransposition. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America, 103, 8780–8785.
Bolivar, F., Rodriguez, R. L., Greene, P. J. (1977). 
Construction and characterization of new cloning 
vehicles. II. A multipurpose cloning system. Gene, 2(2), 
95-113.
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
171
Cavalloro, R., Delrio, G. (1973). Redia, 54, 153-167.
Cavalloro, R., Delrio, G. (1974). Redia, 55, 373-392.
Chakraborty, R., Kimmel, M., Stivers, D. N., Davison, L. 
J., Deka, R. (1997). Relative mutation rates at di-, tri-
, and tetranucleotide microsatellite loci. Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of 
America, 94, 1041–1046.
Chakraborty, R., Stivers, D. N., Su, B., Zhong, Y., Budowle, 
B. (1999). The utility of short tandem repeat loci beyond 
human identification: implications for development of 
new DNA typing systems. Electrophoresis, 20, 1682–
1696.
Chambers, G. K., MacAvoy, E. S. (2000). Microsatellites: 
consensus and controversy. Comparative Biochemistry 
and Physiology, B126, 455-476.
Chang, D. K., Metzgar, D., Wills, C., Boland, C.R. (2001). 
Microsatellites in the eukaryotic DNA mismatch repair 
genes as modulators of evolutionary mutation rate. 
Genome Research, 11, 1145-1146.
Chang, R. (2005). Physical Chemistry for the Biosciences. 
Sausalito, USA: University Science Books.
Chapman, T., Miyatake, T., Smith, H. K., Partridge, L. 
(1998). Interactions of mating, egg production and death 
rates in females of the Mediterranean fruit fly, Ceratitis 
capitata. Proc. R. Soc. Lond., B265, 1879–1894. (DOI 
10.1098/rspb.1998.0516.)
Charlesworth, B., Hughes, K. A. (2000). The maintenance 
of genetic variation in life-history traits. In: Evolutionary 
Genetics from Molecules to Morphology (Eds.), Singh, 
R. S., Krimbas, C.), pp. 369–392. Cambridge University 
Press, Cambridge, UK.
Charpentier, M., Hossaert-McKey, M., Wickings, E. J., 
Peignot, P. (2005). Consequences of a one-male harem 
reproductive system and inbreeding in a captive group of 
Cercopithecus solatus. International Journal of Primatology, 
26, 697–710.
Chen, H., Patterson, N., Reich, D. (2010). Population 
differentiation as a test for selective sweeps. Genome 
Res., 20, 393–402.
Cabe, P. R. (1998). The effects of founding bottlenecks 
on genetic variation in the European starling (Sturnus 
vulgaris) in North America. Heredity, 80, 519–525.
Cáceres, C. (2002). Mass rearing of temperature sensitive 
genetic sexing strains in the Mediterranean fruit fly 
(Ceratitis capitata). Genetica, 116, 107-116.
Caetano-Anollés, G. (2002). Tracing the evolution of RNA 
structures in ribosomes. Nucleic Acid Research, 30, 2575–
2587.
Caldera, E. J., Ross, K. G., DeHeer, C. J., Shoemaker, D. 
D. (2008). Putative native source of the invasive fire ant 
Solenopsis invicta in the USA. Biological Invasions, 10(8), 
1457-1479.
Calkins, C. O., Parker, A. G. (2005). Sterile insect quality. 
In: Sterile Insect Technique: Principle and Practices in Area-
Wide Integrated Pest Management. (Dyck, V. A., Hendrichs, 
J., Robinson, A. S. eds).  pp. 269–296, Springer, the 
Netherlands.
Campbell, W. P., Wrigley, C. W., Margolis, J. (1983). 
Electrophoresis of small proteins in highly concentrated 
and crosslinked polyacrylamide gradient gels. Analytical 
Biochemistry, 129(1), 31-36.
Carey, J. R. (1996). The incipient Mediterranean fruit fly 
population in California: Implications for invasion biology. 
Ecology, 77, 1690–1697.
Carey, J. R., Moyle, P. B., Rejmanek, M., Vermeij, G. 
(1996). Preface to ‘‘Special Issue: Invasion Biology.’’ Biol. 
Conserv., 78(1–2), 1-2.
Carlton, J. T. (1987). Patterns of transoceanic marine 
biological invasions in the Pacific Ocean. Bull. Mar. Sci., 
41, 452–465.
Catasti, P., Chen, X., Mariappan, S. V., Bradbury, E. M., 
Gupta, G. (1999). DNA repeats in the human genome. 
Genetica, 106, 15-36.
Cavalli-Sforza, L., (1966). Population structure and human 
evolution. Proc. R. Soc. Lond. Ser. B, 164, 362–379.
Cavalli-Sforza, L. L., W. F., Bodmer. (1971). The genetics 
of human populations. W. H. Freeman and Co.
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
172
processes in expanding populations of gilthead sea bream, 
Sparus aurata L., in the north-east Atlantic. Heredity 
108(5), 537-546.
Crawford, L. V., Waring, M. J. (1967). Supercoiling of 
polyoma virus DNA measured by its interaction with 
ethidium bromide. Journal of Molecular Biology, 25(1), 23-
30.
Cregan, B., Mudge, J., Fickus, E. W., Marek, L. F., Danesh, 
D., Denny, R., Shoemaker, R. C., Matthews, B. F., Jarvik, 
T., Young, N. D. (1999). Targeted isolation of simple 
sequence repeat markers through the use of bacterial 
artificial chromosomes. Theoretical and Applied Genetics, 
98, 919-928.
Crollius, H. R., Jaillon, O., Dasilva, C., Ozouf Costaz, C., 
Fizames, C., Fischer, C., Bouneau, L., Billault, A., Quetier, 
F., Saurin, W., Bernot, A., Weissenbach, J. (2000). 
Characterization and repeat analysis of the compact 
genome of the freshwater pufferfish Tetraodon nigroviridis. 
Genome Research, 10, 939-949.
Crow, J., Kimura, M. (1970). An Introduction to Population 
Genetics Theory. Burgess Publishing Company, 
Minneapolis.
Crowl, T. A., Crist, T. O., Parmenter, R. R., Belovsky, 
G., Lugo, A. E. (2008). The spread of invasive species 
and infectious disease as drivers of ecosystem change. 
Frontiers in Ecology and the Environment, 6(5), 238-246.
Cruickshank, R. H. (2002). Molecular markers for the 
phylogenetics of mites and ticks. Systematic & Applied 
Acarology, 7, 3-14.
Cruz, F., Perez, M., Presa, P. (2005). Distribution and 
abundance of microsatellites in the genome of bivalves. 
Gene, 346, 241–247.
Csink, A. K., Henikoff, S. (1998). Something from nothing: 
the evolution and utility of satellite repeats. Trends in 
Genetics, 14, 200-204.
Cuadrado, A., Schwarzacher, T. (1998). The chromosomal 
organization of simple sequence repeats in wheat and rye 
genomes. Chromosoma, 107, 587-594.
Cummings, C. J., Zoghbi, H. Y. (2000). Trinucleotide 
repeats: Mechanisms and pathophysiology. Annual Review 
Chen, W., Jinks-Robertson, S. (1998). Mismatch repair 
proteins regulate heteroduplex formation during mitotic 
recombination in yeast. Molecular and Cellular Biology, 18, 
6525-6537.
Ching, A., Caldwell, K. S., Jung, M., Dolan, M., Smith, 
O. S., Tingey, S., Morgante, M., Rafalski, A. (2002). 
SNP frequency, haplotypes structure and linkage 
disequilibrium in elite maize inbred lines. BMC Genetics, 
3, 19.
Chippindale, A. K. (2006). Experimental Evolution. In: 
Evolutionary genetics: concepts and case studies. Fox, C., 
Wolf, J. (eds), Oxford University Press, London, pp. 482–
501.
Chomczynski, P., Sacchi, N. (1987). Single-step method of 
RNA isolation by acid guanidinium thiocyanate-phenol-
chloroform extraction. Anal. Biochem., 162, 156–159.
Cirio, U., Menna, P. (1985). Progress on the integrated 
pest management for olive groves in the Canino area. 
In: Integrated Pest Control in Olive Groves. R. Cavalloro, 
Crovetti (Eds.), A. A. Balkema, Rotterdam, pp. 348-356.
Codegoni, A. M., Bertoni, F., Collela, G., Caspani, G., 
Grassi, L., D’Incalci, M., Broggini, M. (1999). Microsatellite 
instability and frameshift mutations in genes involved 
in cell cycle progression or apoptosis in ovarian cancer. 
Oncology Research, 11, 297-301.
Cohen, S. N., Chang, A. C., Hsu, L. (1972). Nonchromosomal 
antibiotic resistance in bacteria: Genetic transformation 
of Εscherichia coli by R-factor DNA. Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States of 
America, 69(8), 2110-2114.
Collins, T. M., Trexler, J. C., Nico, L. G., Rawlings, 
T. A. (2002). Genetic diversity in a morphologically 
conservative invasive taxon: multiple introductions of 
swamp eels to the southwestern United States. Conserv. 
Biol., 16, 1024–1035.
Cornuet J. M., Luikart, G. (1997). Description and power 
analysis of two tests for detecting recent population 
bottlenecks from allele frequency data. Genetics, 144, 
2001–2014.
Coscia, I., Vogiatzi, E., Kotoulas, G., Tsigenopoulos, C. 
S., Mariani, S. (2012). Exploring neutral and adaptive 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




Dieffenbach, C. W., Dveksler, G. S. eds. 1995. PCR primer: 
A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory 
Press. Cold Spring Harbor. New York.
Dieringer, D., Schlötterer, C. (2003). Microsatellite 
Analyser (MSA): A platform independent analysis tool for 
large microsatellite data sets. Molecular Ecology Notes, 3, 
167–169.
Dietrich, W. F., Miller, J. C., Steen, R. G., Merchant, M., 
Damron, D. (1994). A genetic map of the mouse with 
4,006 simple sequence length polymorphisms. Nature 
Genetics, 7, 220–245.
Dimou, I., Rempoulakis, P., Economopoulos, A. P. (2010). 
Olive fruit fly [Bactrocera (Dacus) oleae (Rossi) (Diptera: 
Tephritidae)] adult rearing diet without antibiotic. J. Appl. 
Entomol., 134, 72–79.
Dlugosch, K. M., Parker, I. M. (2008). Founding events in 
species invasion: genetic variation, adaptive evolution, 
and the role of multiple introductions. Mol. Ecol., 17, 
431–449.
Dow, B. D., Ashley, M. V. (1996). Microsatellite analysis of 
seed dispersal and sapling parentage in bur oak, Quercus 
macrocarpa. Molecular Ecology, 5, 615-627.
Dow, B. D., Ashley, M. V., Howe, H. F. (1995). Isolation 
and characterization of highly variable (GA/CT)n 
microsatellites in the bur oak, Quercus macrocarpa. 
Theoretical and Applied Genetics, 91, 137-141.
Dower, W. J., Miller, J. F., Ragsdale, C. W. (1988). High 
efficiency transformation of E. coli by high voltage 
electroporation. Nucleic Acids Research, 16(13), 6127-
6145.
Eckert, C. G., Manicacci, D., Barrett, S. C. H. (1996). 
Genetic drift and founder effect in native versus 
introduced populations of an invading plant, Lythrum 
salicaria (Lythraceae). Evolution, 50, 1512–1519.
Economopoulos, A. P. (1972). Sexual competitiveness of 
γ-ray sterilized males of Dacus oleae. Mating frequency of 
artificially reared and wild females. Environ. Ent., 1, 490-
497.
of Genomics and Human Genetics, 1, 281-328.
Damke, H., Gossen, M., Freundlieb, S., Bujard, H., Schmid, 
S. L. (1995) Tightly regulated and inducible expression 
of dominant interfering dynamin mutant in stably 
transformed HeLa cells. Methods Enzymol., 257, 209-220.
Davies, J., Jacob, F. (1968). Genetic mapping of the 
regulator and operator genes of the lac operon. J. Mol. 
Biol., 36, 413-417.
Davies, N., Roderick, G. K. (1999). Determining pathways 
of marine bioinvasion: genetic and statistical approaches. 
In: Pederson, J. (ed). First Conference of Marine 
Bioinvasions. Plenum Press: Boston.
Davies, N., Villablanca, F. X., Roderick, G. K. (1999). 
Determining the source of individuals: multilocus 
genotyping in nonequilibrium population genetics. Trends 
Ecol. Evol., 14, 17–21.
de la Vega, M., Garcia, P., Allard, R. (1991). Multilocus 
genetic structure of ancestral Spanish and colonial 
California populations of Avena barbata. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 88, 1202–1206.
Delanoue, P. (1960). Essai d’ élevage artificiel permanent 
d’ Opius concolor Szepl., sur un hôte intermédiaire et 
lâchers expérimentaux de ce parasite de Dacus oleae 
Gmel. dans les Alpes-Maritimes. Inf. oleic. Int. Madrid. 
(N.S.), 10, 33-47.     
Delrio, G., Ortu, S., Prota, R. (1979). Redia, 62, 229-255.
Derrickson, S. R., Snyder, N. F. R. (1992). Potentials and 
limits of captive breeding in parrot conservation. In: 
Beissinger, S. R., Snyder, N. F. (Eds.), New World Parrots in 
Crisis: Solutions from Conservation Biology. Smithsonian 
Institution Press, Washington, DC, pp. 133–163.
Di Rienzo, A., Peterson, A. C., Garza, J. C., Valdes, A. M., 
Slatkin, M., Freimer, N. B. (1994). Mutational processes 
of simple sequence repeat loci in human populations. 
Proceeding of National Academy of Sciences, 91, 3166-
3170.
Diamantidis, A. D., Carey, J. R., Nakas, C. T., Papadopoulos, 
N. T. (2011). Ancestral populations perform better in a 
novel environment: domestication of medfly populations 
from five global regions. Biol. J. Linn. Soc. Lond., 102, 334–
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
174
and neurodegenerative disease. Pain, 127, 2385–2405.
Ewell, J. J., D. J., O’Dowd, J., Bergelson, C. C., Daehler, C. 
M., D’Antonio, L. D., Gomez, D. R., Gordon, R. J., Hobbs, 
A., Holt, K. R., Hopper, C. E., Hughes, M., LaHart, R. R. B., 
Leakey, W. G., Wong, L. L., Loope, D. H., Lorence, S. M., 
Louda, A. E., Lugo, P. B., McEvoy, D. M., Richardson, P. 
M., Vitousek. (1999). Deliberate introductions of species: 
Research needs - Benefits can be reaped, but risks are 
high. BioScience, 49(8), 619–630.
Eyre-Walker, A., Smith, N. H., Maynard-Smith, J. (1999). 
How clonal are human mitochondria? Proceedings of the 
Royal Society B-Biological Sciences, 266, 477–483.
Falush D., Stephens M., Pritchard J. K. (2003). Inference 
of population structure using multilocus genotype data: 
linked loci and correlated allele frequencies. Genetics, 
164, 1567–1587.
Felsenstein J. (1994). PHYLIP (Phylogeny Inference 
Package) version 3.6. Distributed by the Author. 
Department of Genome Sciences. University of 
Washington: Seattle.
Fenton, B., Malloch, G., Moxey, E. (1997). Analysis 
of eriophyid mite rDNA internal transcribed spacer 
sequences reveals multiple simple sequence repeats. 
Insect Molecular Biology, 6, 23-32.
Field, D., Wills, C. (1998). Long polymorphic microsatellites 
in simple organisms. Proceeding of the Royal Society of 
London, Series B: Biological Sciences, 263, 209-215.
Fiestas, R. D. U., Constante, J. A., Duran, R. M., Roncero, 
A. V. (1972). Annals of the Entomological Society of France, 
8, 179-188.
Fisher, K. (1998). Genetic sexing strains of Mediterranean 
fruit fly (Diptera: Tephritidae): Optimizing high 
temperature treatment of mass-reared temperature-
sensitive lethal strains. Journal of Economic Entomology, 
91, 1406-1414.
Fisher, K., Cáceres, C. (2000). A filter rearing system for 
mass reared genetic sexing strains of Mediterranean 
fruit fly (Diptera: Tephritidae). Paper presented at: Area-
wide Control of Fruit Flies and Other Insect Pests, Joint 
Proceedings of the International Conference on Area-
wide Control of Insect Pests and of the Fifth International 
Economopoulos, A. P. (1977). Controlling Dacus oleae by 
fluorescent yellow traps. Ent. exp. and appl., 22, 183-190.
Economopoulos, A. P. (1977). Gamma-ray sterilization 
of Dacus oleae (Gmelin). Effect of nitrogen on the 
competitiveness of irradiated males. Z. ang. Ent., 83, 86-
95.
Economopoulos, A. P., Tzanakakis, M. E. (1967). Egg yolk 
and olive juice as supplements to the teast hydrolysate-
sucrose diet for adults of Dacus oleae. Life Sciences, 6, 
2409-2416.
Economopoulos, A. P., Voyatzoglou A. V., Giannakakis, A. 
(1971). Reproductive behavior and physiology of Dacus 
oleae. Fecundity as affected by mating, adult diet and 
artificial rearing. Ann. Ent. Soc. Am., 6, 725-729.
  
Ehler, L. E. (1998). Invasion biology and biological control. 
Biological Control, 13(2), 127-133.
Ellegren, H. (2000). Heterogeneous mutation processes 
in humans microsatellite sequences. Nature Genetics, 24, 
400–402.
Ellstrand, N. C., Schierenbeck, K. A. (2000). Hybridization 
as a stimulus for the evolution of invasiveness. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 97, 7043–7050.
Estoup, A., Cornuet, J. M., Rousset, F., Guyomard, R. 
(1999). Juxtaposed microsatellite systems as diagnostic 
markers for admixture: Theoretical aspects. Molecular 
Biology and Evolution, 16, 898-908.
Estoup, A., Jarne, P., Cornuet, J. M. (2002). Homoplasy 
and mutation model at microsatellite loci and their 
consequences for population genetics analysis. Molecular 
Ecology, 11, 1591-1604.
Eubanks, M. D., Blackwell, S. A., Parrish, C. J., Delamar, 
Z. D., Hull-Sanders, H. (2002). Intraguild predation of 
beneficial arthropods by red imported fire ants in cotton. 
Environmental Entomology, 31(6), 1168-1174.
Evanno, G., Regnaut, S., Goudet, J. (2005). Detecting 
the number of clusters of individuals using the software 
STRUCTURE: a simulation study. Molecular Ecology, 14, 
2611–2620.
Everett, C. M., Wood, N. W. (2004). Trinucleotide repeats 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




Fryxell, K., T. A., Miller. (1995). Autocidal biological 
control: a general strategy for insect control based on 
genetic transformation with a highly conserved gene. 
Journal of economic entomology, 88, 1221-1232.
Fu, G., Condon, K. C., Epton, M. J., Gong, P., Jin, L., 
Condon, G. C., Morrison, N. I., Dafa’alla, T. H., Alphey, L. 
(2007). Female-specific insect lethality engineered using 
alternative splicing. Nat. Biotechnol., 25(3), 353-357. 
Fukuoka, S., Inoue, T., Miyao, A., Monna, L. (1994). 
Mapping of sequence-tagged sites in rice by single 
conformation polymorphism. DNA Research, 1, 271–277.
Fytizas, E. (1973). Ann. Zool. Ecol. Anim., 5, 39-44.
Fytizas, E. (1973). Z. Angrew. Entomol., 73, 74-82.
Fytizas, E., Bacoyannis, A. (1970). Ann. Inst. Phytopathol. 
Beneki., 9, 230-237.
Gaillard, C., F., Strauss. (1990). Ethanol precipitation of 
DNA with linear polyacrylamide as carrier. Nucleic Acids 
Research, 18(2), 378.
Galtier, N., Enard, D., Radondy, Y., Bazin, E., Belkhir, K. 
(2006). Mutation hotspots in mammalian mitochondrial 
DNA. Genome Research, 16, 215–222.
Galtier, N., Nabholz, B., Glémin, S., Hurst, G. D. (2009). 
Mitochondrial DNA as a marker of molecular diversity: a 
reappraisal. Molecular Ecology, 18, 4541–4550.
Gasperi, G., Bonizzoni, M., Gomulski, L. M., Murelli, 
V., Torti, C., Malacrida, A. R., Guglielmino, C. R. (2002). 
Genetic differentiation, gene flow and the origin of 
infestations of the medfly, Ceratitis capitata. Genetica, 
116, 125–135.
Gatesy, J., DeSalle, R., Wheeler, W. (1993). Alignment-
ambiguous nucleotide sites and the exclusion of 
systematic data. Molecular Phylogenetics and Evolution, 2, 
152-157.
Gebhardt, F., Burger, H., Brandt, B. (2000). Modulation 
of EGFR gene transcription by a polymorphic repetitive 
sequence - a link between genetics and epigenetics. 
International Journal of Biological Markers, 15, 105-110.
Symposium on Fruit Flies of Economic Importance, 
Penang, Malaysia, 1-5 June 1998 (Penang: Penerbit 
Universiti Sains Malaysia).
Fletcher, B. E., Kapatos, E., (1981). Dispersal of the olive 
fly Dacus oleae during the summer period on Corfu. 
Entomol. Exp. Appl., 29, 1–8.
Fletcher, B. S., Economopoulos, A. P. (1976). Dispersal 
of normal and irradiated laboratory strains and wild 
strains of the olive fly Dacus oleae in an olive grove. Policy 
Sciences, 20(2), 183-194.
Foster, J., A., Sandberg. (2004). Friends or foe? Invasive 
species and public green space in Toronto. The 
Geographical Review, 94, 178-198.
Foster, L., Trimarchi, J. M. (1994). Adaptive reversion of 
a frameshift mutation in Escherichia coli by simple base 
deletions in homopolymeric runs. Science, 265, 407-409.
Frankham, R. (1995). Genetic management of captive 
populations for reintroduction. In: Reintroduction Biology 
of Australian and New Zealand Fauna (Eds.), Serena, M.), 
pp. 31–34. Surrey Beatty & Sons, Chipping Norton, New 
South Wales, Australia.
Frankham, R. (2008). Genetic adaptation to captivity in 
species conservation programs. Molecular Ecology, 17, 
325-333.
Frankham, R., Ballou, J. D., Briscoe, D. A. (2002). 
Introduction to Conservation Genetics. Cambridge 
University Press, Cambridge, UK.
Frankham, R., Loebel, D. A. (1992). Modeling problems 
in conservation genetics using captive Drosophila 
populations: rapid genetic adaptation to captivity. Zoo 
Biology, 11, 333–342.
Franz, G., Kerremans, P., Rendon, P., Hendrichs, J. (1996). 
Development and application of genetic sexing systems 
for the Mediterranean fruit fly based on a temperature 
sensitive lethal. In Fruit Fly Pests: A World Assessment of 
Their Biology and Management, B., McPheron, G., Steck, 
(Eds.), (Delray Beach, Florida, St Lucie Press), pp. 185-
191.
Freifelder, D. (1971). Electron microscopic study of 
ethidium bromide-DNA complex. J.  Mol. Biol., 60, 401-
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
176
Condon, G. C., Condon, N. I., Morrison, D. W., Kelly, T,. 
Dafa’alla, P. G., Coleman, L., Alphey. (2005). A dominant 
lethal genetic system for autocidal control of the 
Mediterranean fruit fly. Nat. Biotechnol., 23, 453–456.
Gossen, M., Bujard, H. (1992). Tight control of gene 
expression in mammalian cells by tetracycline-responsive 
promoters. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 5547–5551.
Goudet, J. (2001). FSTAT, a program to estimate and 
test gene diversities and fixation indices (version 2.9.3). 
Available onhttp://www.unil.ch/izea/softwares/fstat.
html. Updated from Goudet (1995).
Goulielmos, G. N., Cosmidis, N., Theodorakopoulou, M. 
E., Loukas, M., Zouros, E. (2003). Tracing the history 
of an enzyme polymorphism: The case of alcohol 
dehydrogonase –2 (Adh – 2) of the olive fruit fly Bactrocera 
oleae. Mol. Biol. Evol., 20(3), 293–306.
Hagelberg, E., Goldman, N., Liò, P., Whelan, S., 
Schiefenhövel, W., Clegg, J. B., Bowden D. K. (1999). 
Evidence for mitochondrial DNA recombination in a 
human population of island Melanesia. Proceedings of the 
Royal Society B-Biological Sciences, 266, 485–492.
Hagelberg, E., Goldman, N., Liò, P., Whelan, S., 
Schiefenhövel, W., Clegg, J. B., Bowden D. K. (2000). 
Evidence for mitochondrial DNA recombination in 
a human population of island Melanesia: correction. 
Proceedings of the Royal Society B-Biological Sciences, 267, 
1595–1596.
Hagen, K. S. (1966). Dependence of the olive fly, Dacus 
oleae, larvae on symbiosis with Pseudomonas savastanoi 
for the utilization of olive. Nature, 209, 423-424.
Hagen, K. S., Santas, L., Tsekouras, A. (1963). A technique 
of culturing the olive fly Dacus oleae (Gmel.) on synthetic 
media under xenic conditions. In: Radiation and 
radioisotopes applied to insects of agricultural importance. 
Ed. by IAEA Editorial Staff, IAEA/FAO, Vienna, 333–356.
Hallegraeff, G. M. (1998). Transport of toxic dinoflagellates 
via ships’ ballast water: Bioeconomic risk assessment and 
efficacy of possible ballast water management strategies. 
Marine Ecology Progress Series, 168, 297–309.
Hanahan, D. (1983). Studies on transformation of 
Εscherichia coli with plasmids. Journal of Molecular Biology, 
Gebhardt, F., Zanker, K. S., Brandt, B. (1999). Modulation 
of epidermal growth factor receptor gene transcription 
by a polymorphic dinucleotide repeat in intron 1. Journal 
of Biological Chemistry, 274, 13176-13180.
Geller, J. B., Walton, E. D., Grosholz, E. D., Ruiz, G. M. 
(1997). Cryptic invasions of the crab Carcinus detected by 
molecular phylogeography. Mol. Ecol. 6, 901–906.
Gendrel, C. G., Boulet, A., Dutreix, M. (2000). (CA/GT)n 
microsatellites affect homologous recombination during 
yeast meiosis. Genes and Development, 14, 1261-1268.
Giannasi, D. E., Crawford, D. J. (1986). Biochemical 
systematics. II. A reprise. In: Evolutionary Biology, (Hecht, 
M. K., Wallace, B., Prance, G. T. eds) Vol. 20. Plenum 
Press, New York, pp. 25-248.
Gilchrist, A. S., Cameron, E. C., Sved, J. A., Meats, A. W. 
(2012). Genetic consequences of domestication and 
mass rearing of pest fruit fly Bactrocera tryoni (Diptera: 
Tephritidae). J. Econ. Entomol., 105(3), 1051-1056.
Gill, G., Ptashne, M. (1988). Negative effect of the 
transcriptional activator GAL4. Nature, 334, 721-724.
Gilligan, D. M., Briscoe, D. A., Frankham, R. (2003). 
Dynamics of genetic adaptation to captivity. Conservation 
Genetics, 4, 189–197.
Girolami, V., Strapazzon, A., De Gerloni,  P. F. (1983). In: 
Fruit flies of Economic Importance. Proceedings of CEC/
IOBC International Symposium, November 1982, (Eds.), 
Cavalloro, R., Athens, pp. 258-267.
Glaubitz, J. C., Rhodes Jr., O. E., Dewoody, J. A. (2003). 
Prospects for inferring pairwise relationships with single 
nucleotide polymorphisms. Molecular Ecology, 12, 1039–
1047.
Glavač, D., Dean, M. (1993). Optimization of the single-
strand conformation polymorphism (SSCP) technique for 
detection of point mutations. Human Mutation, 2(5), 404-
414.
Goldstein, D. B., Schlötterer, C. (1999). Microsatellites: 
evolution and applications. Oxford University Press, 
Oxford.
Gong, P., M. J., Epton, G., Fu, S., Scaife, A., Hiscox, K. C., 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
177
Sanetra, M., Crozier, R. H. (2005). Population genetics 
and history of the introduced fire ant, Solenopsis invicta 
Buren (Hymenoptera: Formicidae), in Australia. Australian 
Journal of Entomology, 44(1), 37-44.
Hentschel, C. C. (1982). Homocopolymer sequences 
in the spacer of a sea urchin histone gene repeat are 
sensitive to S1 nuclease. Nature, 295, 714-716.
Hey, J. (2000). Human mitochondrial DNA recombination: 
can it be true? Trends in Ecology and Evolution, 15, 181–
182.
Heywood, V. H., Iriondo, J. M. (2003). Plant conservation: 
Old problems, new perspectives. Biological Conservation, 
113, 321-335.
Hirschhorn, J. N., Sklar, P., Lindblad-Toh, K., Lim, Y. -M., 
Ruiz-Gutierrez, M., Bolk, S., Langhorst, B., Schaffner, 
S., Winchester, E., Lander, E. S. (2000). SBE-TAGS: 
an array-based method for efficient single-nucleotide 
polymorphism genotyping. Proceedings of the National 
Academy of Sciences U.S.A., 97, 12164-12169.
Holland, B. S. (2000). Genetics of marine bioinvasions. 
Hydrobiologia, 420, 63–71.
Horn, C., Wimmer, E. (2003). A transgene-based, 
embryospecific lethality system for insect pest 
management. Nat. Biotech., 21, 64-70.
Horwitz, J. P., Chua, J., Curby, R. J., Tomson, A. J., 
Darooge, M. A., Fisher, B. E., Mauricio, J., Klundt, I. 
(1964). Substrates for cytochemical demonstration of 
enzyme activity. I. Some substituted 3-indolyl-β-D-
glycopyranosides. Journal of Medicinal Chemistry, 7, 574-
575.
Howard, J. G., Pursel, V. G., Wildt, D. E., Bush, M. (1981). 
Comparison of various extenders for freeze-preservation 
of semen from selective captive wild ungulates. Journal of 
the American Veterinary Medical Association, 179, 1157– 
1161.
Hsu, T. M., Kwok, P. Y. (2003). Homogeneous primer 
extension assay with fluorescence polarization detection. 
Methods in Molecular Biology, 212, 177–187.
Hurley, J. (1919). The tree, the olive, the oil in the old and 
new world. Copyrighted 1919 by John Hurley, PH. G.
166(4), 557-580.
Hancock, J. M. (1999). Microsatellites and other 
simple sequences: Genomic context and mutational 
mechanisms. In D. B., Goldstein and C., Schlötterer 
(Eds.), Microsatellites: Evolution and applications. Oxford 
University Press, New York.
Hansen, M. M., Olivieri, I., Waller, D. M., Nielsen, E. 
E. (2012). Monitoring adaptive genetic responses to 
environmental change. Molecular Ecology, 21(6), 1311-
1329.
Harr, B., Kauer, M., Schlötterer, C. (2002): Hitchhiking 
mapping: A population- based fine-mapping strategy for 
adaptive mutations in Drosophila melanogaster. Proc. Natl. 
Acad. Sci., 99, 12949-12954.
Harris, S., Jones, D. B. (1997). Optimization of the 
polymerase chain reaction. Br. J. Biomed. Sci., 54, 166-
173.
Hartl, D. L., Clark, A. G. (1997). Principles of population 
genetics. Sinauer Assoc. Sunderland.
Hawkins, J. R. (1997). Finding Mutation. The Basics. IRL 
Press at Oxford University Press.
Hayashi, K. (1993). How sensitive is PCR-SSCP? Human 
Mutation, 2, 338–346.
Hedrick, P. W. (2000). Genetics of populations. Second 
Edition, Jones and Bartlett Publishers International Barb 
House, Barb Mews London W6 7PA, UK.
Hedrick, P. W., Fredrickson, R. J. (2008). Captive breeding 
and the reintroduction of Mexican and red wolves. 
Molecular Ecology, 17, 344–350.
Heinrich, J. C., Scott, M. (2000). A repressible female-
specific lethal genetic system for making transgenic 
insect strains suitable for a sterile-release program. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 97, 8229–8232.
Helling, R. B., Goodman, H. M., Boyer, H. W. (1974). 
Analysis of endonuclease R.EcoRI fragments of DNA from 
lambdoid bacteriophages and other viruses by agarose 
gel electrophoresis. Journal of Virology, 14(5), 1235-1244.
Henshaw, M. T., Kunzmann, N., Vanderwoude, C., 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
178
M., Nakamori, H., Tanahara, A., Sokei, Y. (1997). Eradication 
of the melon fly, Bactrocera cucurbitae coquillett, by mass 
release of sterile flies in Okinawa prefecture, Japan. Japan 
Agricultural Research Quarterly, 31(2), 91-100.
Kalinowski, S. T. (2002). How many alleles per locus 
should be used to estimate genetic distances? Heredity, 
88, 62–65.
Kapatos, E. Τ., Fletcher, B. S. (1984). The phenology of the 
olive fruit fly, Dacus oleae (Gmelin.) (Diptera: Tephritidae), 
in Corfu. Zeit. Ang. Ent., 97, 360-370.
Karl, S. A., Avise, J. C. (1993). PCR-based assays of 
Mendelian polymorphisms from anonymous single-copy 
nuclear DNA: Techniques and applications for population 
genetics. Mol. Biol. Evol., 10, 342-361.
Karlin, S., Campbell, A. M., Mrázek, J. (1998). Comparative 
DNA analysis across diverse genomes. Annual Review of 
Genetics, 32, 185-225.
Kashi, Y., Soller, M. (1999). Functional roles of 
microsatellites and minisatellites. In: Goldstein, D. B., 
Schlötterer, C. (Eds.), Microsatellites: Evolution and 
Applications. Oxford University Press, New York.
Katsoyannos, P. (1992). Olive Pests and their Control 
in the Near East. FAO Plant Production and Protection 
Paper No 115. FAO: Rome.
Katti, M. V., Ranjekar, P. K., Gupta, V. S. (2001). Differential 
distribution of simple sequence repeats in eukaryotic 
genome sequences. Molecular Biology and Evolution, 18, 
1161–1167.
Kauer, M. O., Dieringer, D., Schlötterer, C. (2003). A 
microsatellite variability screen for positive selection 
associated with the ‘Out of Africa’ habitat expansion of 
Drosophila melanogaster. Genetics, 165, 1137–1148.
Keller, S. R., Taylor D. R. (2008). History, chance and 
adaptation during biological invasion: separating 
stochastic phenotypic evolution from response to 
selection. Ecology Letters, 11, 852–866. 
Kevin, J., Dawson, Khalid Belkhir. (2001). A Bayesian 
approach to the identification of panmictic populations 
and the assignment of individuals. Genetical Research, 78, 
59-77. doi:10.1017/S001667230100502X
Ingman, M., Kaessmann, H., Päbo, S., Gyllensten, U. 
(2000). Mitochondrial genome variation and the origin of 
modern humans. Nature, 408, 708–713.
Innan, H., Nordborg, M. (2002). Recombination or 
mutational hot spots in human mtDNA? Molecular Biology 
and Evolution, 19, 1122–1127.
Ish-Horowicz, D., Burke, J. F. (1981). Rapid and efficient 
cosmid cloning. Nucleic Acids Research, 9(13), 2989-2898.
Izutsu, K. (2003). Electrochemistry in Nonaqueous 
Solutions. 1st Edition. N. J., Hoboken: Wiley-VCH.
Janzen, M. A., Buoen, L. B., Zhao, F., Louis, C. F. (1999). 
Characterization of a swine chromosome-specific 
centromeric higher-order repeat. Mammal Genome, 10, 
579-584.
Jarne, P., Lagoda, P. J. L. (1996). Microsatellites, from 
molecules to populations and back. Trends in Ecology and 
Evolution, 11, 424-429. 
Jeffreys, A. J., Murray, J., Neumann, R. (1998). High-
resolution mapping of crossovers in human sperm defines 
a minisatellites associated recombination hotspot. 
Molecular Cell, 2, 267-273.
Jensen, L. F., Hansen, M. M., Pertoldi, C. et al. (2008). 
Local adaptation in brown trout early life-history traits: 
implications for climate change adaptability. Proceedings 
of the Royal Society London Series B: Biological Sciences, 
275, 2859–2868.
Jimenez, S., Reighard, G. L., Bielenberg, D. G. (2010). 
Gene expression of DAM5 and DAM6 is suppressed by 
chilling temperatures and inversely correlated with bud 
break rate. Plant Molecular Biology, 73, 157–167.
Johnston, L. A., Lacy, R. C. (1995). Genome resource 
banking for species conservation: selection of sperm 
donors. Cryobiology, 32, 68–77.
Kakani, E. G., Zygouridis, N. E., Tsoumani, K. T., Seraphides, 
N., Zalom, F. G., Mathiopoulos, K. D. (2010). Spinosad 
resistance development in wild olive fruit fly Βactrocera 
oleae (Diptera: Tephritidae) populations in California. Pest 
Management Science, 66(4), 447-453.
Kakinohana, H., Kuba, H., Kohama, T., Kinjo, K., Taniguchi, 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
179
Kraaijeveld, K., Chapman, T., (2004). Effects of male 
sterility on female remating in the Mediterranean fruit 
fly, Ceratitis capitata. Proceedings of the Royal Society B: 
Biological Sciences, 271(SUPPL. 4), S209-S211.
Kramer, J. A. (2001). Omiga: a PC-based sequence 
analysis tool. Mol. Biotechnol., 19(1), 97-106.
Krawczak, M. (1999). Informativity assessment for 
biallelic single nucleotide polymorphisms. Electrophoresis, 
20, 1676–1681.
Krebs, C. J. (2001). Ecology. Benjamin Cummings, an 
imprint of Addison Wesley Longman, Inc. 5th Edition, pp. 
34-39.
Kruglyak, S., Durrett, R. T., Schug, M. D., Aquadro, C. F. 
(1998). Equilibrium distributions of microsatellite repeat 
length resulting from a balance between slippage events 
and point mutations. Proceedings of the National Academy 
of Sciences of the United States of America, 95, 10774–
10778.
Lacy, R. C. (1987). Loss of genetic diversity from managed 
populations: interacting effects of drift, mutation, 
immigration, selection, and population subdivision. 
Conservation Biology, 1, 143–158.
Ladoukakis, E. D., Zouros, E. (2001). Direct evidence 
for homologous recombination in mussel (Mytilus 
galloprovincialis) mitochondrial DNA. Molecular Biology 
and Evolution, 18, 2127–2131.
Lahood, E. S., Moran, P., Olsen, J., Stewart Grant, W., 
Park, L. K. (2002). Microsatellite allele ladders in two 
species of Pacific salmon: Preparation and field-test 
results. Molecular Ecology Notes, 2, 187–190.
Lance, D., D., McInnis, P., Rendon, C., Jackson. (2000). 
Courtship among sterile and wild Ceratitis capitata 
(Diptera: Tephritidae) in field cages in Hawaii and 
Guatemala. Annals of the Entomological Society of America, 
93, 1179-1185.
Lanciotti, R. S., Roehrig, J. T., Deubel, V., Smith, J., Parker, 
M., Steele, K., Crise, B., Volpe, K. E. (1999). Origin of 
the West Nile virus responsible for an outbreak of 
encephalitis in the northeastern United States. Science, 
286(5448), 2333–2337.
King, H. D. (1939). Life processes in gray Norway rats 
during fourteen years in captivity. American Anatomical 
Memoirs, 17, 1–77.
King, J. L. (1965). The effect of litter culling-or family 
planning-on the rate of natural selection. Genetics, 51, 
425–429.
Kjer, K. M. (1995). Use of rRNA secondary structure in 
phylogenetic studies to identify homologous positions: 
an example of alignment and data presentation from the 
frogs. Molecular Phylogenetics and Evolution, 4, 314-330.
Kliber, A., Eckert, C. G. (2005). Interaction between 
founder effect and selection during biological invasion in 
an aquatic plant. Evolution, 59, 1900–1913.
Knapik, E. W., Goodman, A., Ekker, M., Chevrette, M., 
Delgado, J., Neuhauss, S., Shimoda, N., Driever, W., 
Fishman, M. C., Jacob, H.J. (1998). A microsatellite 
genetic linkage map for zebra fish (Danio rerio). Nature 
Genetics, 18, 338-343.
Knipling, G. F. (1955). Possibilities of insect control or 
eradication through the use of sexual sterile males. 
Journal of Economical Entomology, 48, 459-462.
Kolbe, J. J., Glor, R. E., Schettino, L. R., Lara, A. C., Larson, 
A., Losos, J. B. (2004). Genetic variation increases during 
biological invasion by a Cuban lizard. Nature, 431, 177–
181.
Kolbe, J. J., Larson, A., Losos, J. B. (2007). Differential 
admixture shapes morphological variation among 
invasive populations of the lizard Anolis sagrei. Mol. Ecol., 
16, 1579–1591.
Kolodner, R. D., Marsischky, G. T. (1999). Eukaryotic 
DNA mismatch repair. Current Opinion in Genetics and 
Development, 9, 89-96.
Kovtun, I. V., Goellner, G., McMurray, C. T. (2001). 
Structural features of trinucleotide repeats associated 
with DNA expansion. Biochemistry and Cell Biology, 79, 
325–326.
Kowarik, I. (2003). Human agency in biological invasions: 
secondary release foster naturalisation and population 
expansion of alien plant species. Biol. Invasions, 5, 293–
312.
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
180
Liedvogel, M., Szulkin, M., Knowles, S. C. L., Wood, M. 
J., Sheldon, B. C. (2009). Phenotypic correlates of Clock 
gene variation in a wild blue tit population: evidence for a 
role in seasonal timing of reproduction. Molecular Ecology, 
18, 2444–2456.
Lin, X., Kaul, S., Rounsley, S., Shea, T., Benito, M. I., Town, 
C. D., Fujii, C. Y., Mason, T., Bowman, C. L., Barnstead, 
M., Feldblyum, T. V., Buell, C. R., Ketchum, K. A., Lee, J., 
Ronning, C. M., Koo, H. L., Moffat, K. S., Cronin, L. A., 
Shen, M., Pai, G., Van Aken, S., Umayam, L., Tallon, L. J., 
Gill, J. E., Venter, J. C, (1999). Sequence and analysis of 
chromosome 2 of the plant Arabidopsis thaliana. Nature, 
402, 761-768.
Lindquist, D. A. (2000). Pest management strategies: area 
wide and conventional. In: Area-Wide Control of Fruit 
Flies and Other Insect Pests (Tan, K. H., ed.), pp. 13–20. 
Penerbit Universiti Sains, Malaysia (Penang).
Lindquist, D. A., Abusowa, M., Hall, M. J. R. (1992). 
The New World screwworm fly in Libya: a review of 
its introduction and eradication. Medical & Veterinary 
Entomology, 6(1), 2-8.
Liu, L., Dybvig, K., Panangala, V. S., van Santen, V. L., 
French, C. T. (2000). GAA trinucleotide repeat region 
regulates M9/pMGA gene expression in Mycoplasma 
gallisepticum. Infection and Immunity, 68, 871-876.
Lockwood, J. L., M. F., Hoopes, M. P., Marchetti. (2007). 
Invasion Ecology. Oxford: Blackwell.
Loukas, M., Economopoulos, A. P., Zouros, E., Vergini, 
Y. (1985). Genetic changes in artificially reared colonies 
of the olive fruit fly (Diptera: Tephritidae). Annals of the 
Entomological Association of America, 78, 159-165.
Loukas, M., Economopoulos, A. P., Zouros, E., Vergini, Y. 
(1985). Genetic changes in artificially reared colonies of 
the olive fruit fly (Diptera: Tephritidae). Ann. Entomol. Soc. 
Am., 78, 159–165.
Lowenhaupt, K., Rich, A., Pardue, M. L. (1989). Nonrandom 
distribution of long mono and dinucleotide repeats in 
Drosophila chromosomes: Correlations with dosage 
compensation, heterochromatin, and recombination. 
Molecular and Cell Biology, 9, 1173-1182.
Lumaret, R., Ouazzani, N., Michaud, H., Vivier, G., 
Lard, C. F. (2006). An Economic Impact of Imported 
Fire Ants in the United States of America. Texas A & M 
University, College Station, TX.
Lavergne, S., Molofsky, J. (2007). Increased genetic 
variation and evolutionary potential drive the success of 
an invasive grass. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 104, 3883–
3888.
Lawyer, F. C., Stoffel, S., Saiki, R. K., Chang, S., Landre, P. 
A., Abramson, R. D., et al. (1993). High-level expression, 
purification, and enzymatic characterization of full-length 
Τhermus aquaticus DNA polymerase and a truncated form 
deficient in 5’ to 3’ exonuclease activity. PCR Methods and 
Applications, 2(4), 275-287. 
Lee, C. E. (2002). Evolutionary genetics of invasive 
species. Trends Ecol. Evol., 17, 386–391.
Leibo, S. P., Songsasen, N. (2002). Cryopreservation 
of gametes and embryos of nondomestic species. 
Theriogenology, 57, 303–326.
Leinonen, T., O’Hara, R. B., Cano, J. M., Merilä, J. (2008). 
Comparative studies of quantitative trait and neutral 
marker divergence: a meta-analysis. Journal of Evolutionary 
Biology, 21, 1–17.
Lepecq, J., Paoletti, C. (1967). A fluorescent complex 
between ethidium bromide and nucleic acids. Physical-
chemical characterization. Journal of Molecular Biology, 
27(1), 87-106.
Lerman, L. S. (1961). Structural considerations in the 
interaction of DNA and acridines. Journal of Molecular 
Biology, 3, 18-30.
Levinson, G., Gutman, G. A. (1987). Slipped strand 
mispairing: A major mechanism for DNA sequence 
evolution. Molecular Biology and Evolution, 4, 203–221.
Lewontin, R. C., Krakauer, J. (1973). Distribution of 
gene frequency as a test of the theory of the selective 
neutrality of polymorphisms. Genetics, 74, 175–195.
Li, Y. C., Korol, A. B., Fahima, T., Beiles, A., Novo, E. (2002). 
Microsatellites: Genomic distribution, putative functions 
and mutational mechanisms: A review. Molecular Ecology, 
11, 2453–2465.
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
181
gradient electrophoresis by increasing the degree of 
cross-linking at high acrylamide concentrations. Journal 
of Chromatography, 106(1), 204-209.
Maron, J. L., Elmendorf, S. C., Vila, M. (2007). Contrasting 
plant physiological adaptation to climate in the native and 
introduced range of Hypericum perforatum. Evolution, 61, 
1912–1924.
Maron, J. L., Vila, M., Bommarco, R., Elmendorf, S., 
Beardsley, P. (2004). Rapid evolution of an invasive plant. 
Ecol. Monogr., 74, 261–280.
Marshall, J. M., Weiss, R. E. (2006). A Bayesian 
heterogeneous analysis of variance approach to inferring 
recent selective sweeps. Genetics, 173, 2357–2370.
Masino, L., Pastore, A. (2001). A structural approach to 
trinucleotide expansion diseases. Brain Research Bulletin, 
56, 183–189.
Mattila, H. R., Otis, G. W. (2003). A comparison of the 
host preference of monarch butterflies (Danaus plexippus) 
for milkweed (Asclepias syriaca) over dog-strangler vine 
(Vincetoxicum rossicum). Entomologia Experimentalis Et 
Applicata, 107(3), 193-199.
May, B. (1992). Starch gel electrophoresis of allozymes. 
In: Molecular Genetic Analysis of Populations: A Practical 
Approach. (Hoelzel, A. R. ed.) IRL at Oxford University 
Press, Oxford, UK, pp. 1-27. 
May, R. M. (1994). Biological diversity: differences 
between land and sea. Philosophical Transactions of the 
Royal Society of London B: Biological Sciences, 343, 105–
111.
Maynard, S. J., Haigh, J. (1974). The hitch-hiking effect of 
a favourable gene. Genet. Res., 23, 23-35.
Mazomenos, B. E. (1989). Dacus oleae. In: Robinson, A. 
S., Hooper, G. (Eds.), Word Crop Pests. Vol. 3B, Elsevier: 
Amsterdam. pp. 169–177.
McKay, J. K., Latta, R. G. (2002). Adaptive population 
divergence: markers, QTL and traits. Trends in Ecology & 
Evolution, 17, 285–291.
McPheron, B. A. (2000). Population genetics and criptic 
species. In: Area-Wide Control of Fruit Flies and Other 
Deguilloux, M. F., Di Giusto, F., (2004). Allozyme variation 
of oleaster populations (wild olive tree) (Olea europea L.) 
in the Mediterranean Basin. Heredity, 92, 343–351.
Lynch, M., Walsh, B. (1998). Genetics and the Analysis of 
Quantitative Traits. Sinauer Associates, Sunderland, MA.
Lyons, L. A., Laughlin, T. F., Copeland, N. G., Jenkins, N. A., 
Womack, J. E., O’Brien, S. J. (1997). Comparative anchor 
tagged sequences (CATS) for integrative mapping of 
mammalian genomes. Nature Genetics, 15(1), 47-56.
Mack, R. N., Simberloff, D., Lonsdale, W. M., Evans, 
H., Clout, M., Bazzaz, F. A. (2000). Biotic invasions: 
causes, epidemiology, global consequences, and control. 
Ecological Applications, 10, 689–710.
Mäkinen, H. S., Shikano, T., Cano, J. M., Merilä, J. (2008). 
Hitchhiking mapping reveals a candidate genomic 
region for natural selection in three-spined stickleback 
chromosome VIII. Genetics, 178, 453–465.
Makino, R., Yazyu, H., Kishimoto, Y., Sekiya, T., Hayashi, 
K. (1992). F-SSCP: fluorescence-based polymerase chain 
reaction-single-strand conformation polymorphism (PCR-
SSCP) analysis. PCR Methods and Applications, 2, 10–13.
Makridakis, N. M., Reichardt, J. K. (2001). Multiplex 
automated primer extension analysis: simultaneous 
genotyping of several polymorphisms. Biotechniques, 31, 
1374–1380.
Mandel, M., Higa, A. (1970). Calcium-dependent 
bacteriophage DNA infection. Journal of Molecular Biology, 
53(1), 159-162.
Manikas, G., Tsiroyannis, V. (1983). Biological control 
of Dacus oleae (Gmel.) in Greece using the parasite 
Opius concolor (Szepl.). In: Entomophagous Insects and 
Biotechnologies Against Olive Pests. (Eds.), R., Cavalloro, 
A., Piavaux, CEC Publ. pp. 75-83.
Margaritopoulos, J. T., Skavdis, G., Kalogiannis, N., Nikou, 
D., Morou, E., Skouras, P. J., Tsitsipis, J. A., Vontas, J. 
(2008). Efficacy of the pyrethroid alpha-cypermethrin 
against Bactrocera oleae populations from Greece, 
and improved diagnostic for an iAChE mutation. Pest 
Management Science, 64(9), 900-908.
Margolis, J., Wrigley, C. W. (1975). Improvement of pore 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
182
Mitsuhashi, M. (1996). Technical report: Part 2. Basic 
requirements for designing optimal PCR primers. Journal 
of Clinical Laboratory Analysis, 10(5), 285-293.
Miura, O. (2007). Molecular genetic approaches to 
elucidate the ecological and evolutionary issues associated 
with biological invasions. Ecol. Res., 22, 876–883.
Moller, H. (1996). Lessons for invasion theory from social 
insects. Biological Conservation, 78, 125-142.
Monastero, S., Delanoue, P. (1966). Lutte biologique 
expérimentale contre la mouche de l’ olive (Dacus oleae 
Gmel.), au moyen d’ Opius concolor Szepl. Siculus Mon. 
Dans le îles Eoliennes (Sicile) en 1965. Entomophaga II, 5, 
411-432.  
Morgan, T. J., Garland, T. Jr., Irwin, B. L., Swallow, J.  G., 
Carter, P. A. (2003). The mode of evolution of molecular 
markers in populations of house mice under artificial 
selection for locomotor behavior. J. Heredity, 94, 236–
242.
Morgan, T. J., Garland, T. Jr., Irwin, B. L., Swallow, J.  G., 
Carter, P. A. (2005). Molecular and quantitative genetic 
divergence among populations of house mice with known 
evolutionary histories. Heredity, 94, 518–525.
Morgante, M., Hanafey, M., Powell, W. (2002). 
Microsatellites are preferentially associated with 
nonrepetitive DNA in plant genomes. Nature Genetics, 
30, 194–200.
Morin, P. A., Luikart, G., Wayne, R. K. (2004). SNPs in 
ecology, evolution and conservation. Trends in Ecology 
and Evolution, 19(4), 208-216.
Morrison, L. W., Porter, S. D., Daniels, E., Korzukhin, M. D. 
(2004). Potential global range expansion of the invasive 
fire ant, Solenopsis invicta. Biological Invasions, 6(2), 183-
191.
Moses, M. J. (1961). Spermiogenesis in the crayfish 
(Procambarus clarkii) II. Description of stages. Journal of 
Biophysical and Biochemical Cytology, 10, 301–333.
Moxon, E. R., Rainey, P. B., Nowak, M. A., Lenski, R. E. 
(1994). Adaptive evolution of highly mutable loci in 
pathogenic bacteria. Current Biology, 4, 24-33.
Insect Pests (Tan, K. H., ed.), pp. 483–490. Penerbit 
Universiti Sains, Malaysia (Penang).
Meloni, R., Albanese, V., Ravassard, P., Treilhou, F., Mallet, 
J. (1998). A tetranucleotide polymorphic microsatellite, 
located in the first intron of the tyrosine hydroxylase 
gene, acts as a transcription regulatory element in vitro. 
Human Molecular Genetics, 7, 423-428.
Merilä, J., Crnokrak, P. (2001). Comparison of genetic 
differentiation at marker loci and quantitative traits. 
Journal of Evolutionary Biology, 14, 892–903.
Messier, M., Li, S. H., Stewart, C. B. (1996). The birth of 
microsatellites. Nature, 381, 483.
Metzgar, D., Bytof, J., Wills, C. (2000). Selection against 
frameshift mutations limits microsatellite expansion in 
coding DNA. Genome Research, 10, 72–80.
Metzgar, D., Liu, L., Hansen, C., Dybrig, K., Wills, C. (2002). 
Domain-level differences in microsatellite distribution and 
content result from different relative rates of insertion 
and deletion mutations. Genetics Research, 12, 408–413.
Michelakis, S., Neuenschwander, P. (1983). Estimates 
of the crop losses caused by Dacus oleae (Gmel.) 
(Diptera:Tephritidae) in Crete. In: Fruit Flies of Economic 
Importance. R., Cavalloro, (Eds.), A. A., Balkema, 
Rotterdam, pp. 603-611.
Michelson, A. M., S. H., Orkin. (1992). Characterization of 
the homopolymer tailing reaction catalyzed by terminal 
deoxynucleotidyl transferase. Implications for the cloning 
of cDNA. J. Biol. Chem., 257(24), 14773-14782.
Miller, B., Reading, R. P., Forrest, S. (1996). Prairie Night: 
Black-Footed Ferrets and the Recovery of Endangered 
Species. Smithsonian Institution Press, Washington, DC.
Miller, C. R., Joyce, P., Waits, L. P. (2002). Assessing 
allelic dropout and genotype reliability using maximum 
likelihood. Genetics, 160(1), 357-366.
Miret, J. J., Pessoa-Brandao, L., Lahue, R. S. (1998). 
Orientation-dependent and sequence-specific expansions 
of CTG/CAG trinucleotide repeats in Saccharomyces 
cerevisiae. Proceedings of the National Academy of Sciences 
USA, 95, 12438-12444.
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
183
Nei, M. (1973). Analysis of genetic diversity in subdivided 
populations. Proceedings of the National Academy of 
Sciences, 70, 3321-3323.
Nei, M., Maruyama, T., Chakraborty, R. (1975). The 
bottleneck effect and genetic variability in populations. 
Evolution, 29, 1–10.
Neuenschwander, P., Michelakis, S. (1978). The 
infestation of Dacus oleae (Gmel.) (Diptera: Tephritidae) 
at harvest time and its influence on yield and quality of 
olive oil in Crete. Zeit ang Ent., 86, 420-433.
Neuenschwander, P., Michelakis, S., Kapatos, E. (1986). 
In: Traite d’ entomologie oléicole. Y., Arambourg (Eds.), 
Conseil Oléicole Internationale, Madrid. pp. 115-119.
Neumann, E., Schaefer-Ridder, M., Wang, Y., 
Hofschneider, P. H. (1982). Gene transfer into mouse 
lyoma cells by electroporation in high electric fields. 
EMBO Journal, 1(7), 841-845.
Nielsen, R. (2005). Molecular signatures of natural 
selection. Annual Review of Genetics, 39, 197–218.
Nishizawa, N., Nishizawa, K. (2002). A DNA sequence 
evolution analysis generalized by simulation and the 
Markov Chain Monte Carlo method implicates strand 
slippage in a majority of insertions and deletions. Journal 
of Molecular Evolution, 55, 706–717.
Norton, I. T., Goodall, D. M., Anstren, K. R. J., Morris, E. R., 
Rees, D. A. (1986). Dynamics of molecular organization in 
agarose sulfate. Biopolymers, 25, 1009-1030.
Novak, S. J., Mack, R. N. (2005). Genetic bottlenecks 
in alien plant species: Influence of mating systems and 
introduction dynamics. In: Species Invasions: Insights Into 
Ecology, Evolution, and Biogeography, (Eds.), Sax, D. F., 
Stachowicz, J. J., Gaines, S. D.). Sinauer Associates, Inc., 
Sunderland, MA, pp. 201–228.
Nuckolls, A. E., Wurzburger, N., Ford, C. R., Hendrick, R. 
L., Vose, J. M., Kloeppel, B. D. (2009). Hemlock declines 
rapidly with hemlock woolly adelgid infestation: Impacts 
on the carbon cycle of southern appalachian forests. 
Ecosystems, 12(2), 179-190.
Oda, S., Maehara, Y., Sumiyoshi, Y., Sugimachi, K. (2002). 
Microsatellite instability in cancer: What problems remain 
Mullis, K., Faloona, F., Scharf, S., Saiki, R., Horn, G., Erlich, 
H. (1986). Specific enzymatic amplification of DNA in 
vitro: the polymerase chain reaction. Cold Spring Harbor 
Symp. Quant. Biol., 51, 263-273.
Mullis, K. B., Faloona, F. A. (1987). Specific synthesis of 
DNA in vitro via a polymerase-catalyzed chain reaction. 
Methods Enzymol., 155, 355-350.
Murphy, T. D., Karpen, G. H. (1995). Localization of 
centromere function in a Drosophila minichromosome. 
Cell, 82, 599-609.
Nadir, E., Margalit, H., Gallily, T., Bensasson, S. A. 
(1996). Microsatellite spreading in the human genome: 
Evolutionary mechanisms and structural implications. 
Proceedings of the National Academy of Sciences, 93, 6470-
6475.
Nardi, F., Carapelli, A., Boore, J. L., Roderick, G. K., Dallai, 
R., Frati, F. (2010). Domestication of olive fly through a 
multi-regional host shift to cultivated olives: Comparative 
dating using complete mitochondrial genomes. Molecular 
Phylogenetics and Evolution, 57(2), 678-686.
Nardi, F., Carapelli, A., Dallai, R., Frati, F. (2003). The 
mitochondrial genome of the olive fly Bactrocera oleae: 
two haplotypes from distant geographical locations. 
Insect Molecular Biology, 12(6), 605-611.
Nardi, F., Carapelli, A., Dallai, R., Roderick, G. K., Frati, F. 
(2005). Population structure and colonization history of 
the olive fly, Bactrocera oleae (Diptera : Tephritidae). Mol. 
Ecol., 14, 2729–2738.
Navajas, M., Fournier, D., Lagnel, J., Boursot, P. (1996). 
Mitochondrial COI sequences in mites: evidence for 
variation in base composition. Insect Molecular Biology, 5, 
1-5.
Naylor, R. L., S. L., Williams, D. R., Strong. (2001). 
Aquaculture—a gateway for exotic species. Science, 294, 
1655-1656.
Neff, M. M., Turk, E., Kalishman, M. (2002). Web-based 
primer design for single nucleotide polymorphism 
analysis. Trends in Genetics, 18, 613–615.
Nei, M. (1972). Genetic distance between populations. 
Am. Nat., 106, 283–292.
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
184
in duplex DNA formed within the trinucleotide repeats of 
the myotonic dystrophy and fragile X loci. Biochemistry, 
35, 5041-5053.
Pearson, D. E., McKelvey, K. S., Ruggiero, L. F. (2000). 
Non-target effects of an introduced biological control 
agent on deer mouse ecology. Oecologia, 122(1), 121-
128.
Piechocki, M. P., Hines, R. N. (1994). Oligonucleotide 
design and optimized protocol for site-directed 
mutagenesis. BioTechniques, 16(4), 702-707.
Piganeau, G., Eyre-Walker, A. (2004). A reanalysis 
of the indirect evidence for recombination in human 
mitochondrial DNA. Heredity, 92, 282–288.
Pimentel, D. (1993). Habitat factors in new pest invasions. 
Pages 165 – 181 in Kim, K. C., McPheron B. A., eds. 
Evolution of Insect Pests – Patters of Variation. New 
York: John Willey & Sons.
Pimentel, D., Lach, L., Zuniga, R., Morrison, D. (2000). 
Environmental and economic costs of nonindigenous 
species in the United States. BioScience, 50(1), 53–65.
Pimentel, D., R., Zuniga, D., Morrison. (2005). Update on 
the environmental and economic costs associated with 
alien-invasive species in the United States. Ecological 
Economics, 52(3), 273–288.
Piry, S., Alapetite, A., Cornuet, J., Paetkau, D., Baudouin, 
L., Estoup, A. (2004). GENECLASS: a software for genetic 
assignment and first-generation migrant detection. J. 
Hered., 95, 536–539.
Price, P. W., Denno, R. F., Eubanks, M. D., Finke, D. L., 
Kaplan, I. (2011). Insect ecology. Cambridge University 
Press. U.K..
Primmer, C. R., Borge, T., Lindell, J., Sætre, G. -P. (2002). 
Single-nucleotide polymorphism characterization in 
species with limited available sequence information: 
high nucleotide diversity revealed in the avian genome. 
Molecular Ecology, 11, 603–612.
Primmer, C. R., Ellegren, H., Saino, N., Moller, A. P. 
(1996). Directional evolution in germline microsatellite 
mutations. Nature Genetics, 13, 391–393.
unanswered? Surgery, 131, S55–S62.
O’Dowd, D. J., Green, P. T., Lake, P. S. (2003). Invasional 
‘meltdown’ on an oceanic island. Ecology Letters, 6(9), 
812-817.
Oliveira, E. J., Pádua, J. G., Zucchi, M. I., Vencovsky, R., 
Vieira, M. L. C. (2006). Origin, evolution and genome 
distribution of microsatellites. Genetics and Molecular 
Biology, 29(2), 294-307.
O’Neil, M. (2006). The Merck Index. 14th edition. New 
Jersey: Merck & Co.
Orita, M., Iwahana, H., Kanazawa, H., Hayashi, K., Sekiya, 
T. (1989). Detection of polymorphisms of human DNA 
by gel electrophoresis as single-strand conformation 
polymorphism. Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the USA, 86, 2766–2770.
Page, R. D. M. (1996). TreeView: an application to display 
phylogenetic trees on personal computers. Computer 
Applications in the Biosciences, 12, 357–358.
Panja, S., Aich, P., Jana, B., Basu, T. (2008). How does 
plasmid DNA penetrate cell membranes in artificial 
transformation process of Escherichia coli? Molecular 
Membrane Biology, 25(5), 411-422.
Pardue, M. L., Lowenhaupt, K., Rich, A., Nordheim, A. 
(1987). (dCdA)n(dGdT)n sequences have evolutionarily 
conserved chromosomal locations in Drosophila with 
implications for roles in chromosome structure and 
function. The Embo Journal, 6, 1781-1789.
Pauls, S. U., Nowak, C., Bálint, M., Pfenninger, M. (2013). 
The impact of global climate change on genetic diversity 
within populations and species. Molecular Ecology, 22(4), 
925-946.
Peakall R., Smouse P. E. (2006). GENALEX 6: genetic 
analysis in Excel. Population genetic software for teaching 
and research. Mol. Ecol. Notes, 6, 288–295.
Peakall R., Smouse P. E., Huff, D. R. (1995). Evolutionary 
implications of allozyme and RAPD Variation in diploid 
populations of dioecious buffalograss Buchloe dactyloides. 
Molecular Ecology, 4, 135-147.
Pearson, C. E., Sinden, R. R. (1996). Alternative structures 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
185
Sciences and Applications, 741, 115–128.
Rendon, P., D. O., McInnis, D., Lance, J., Stewart. (2000). 
Comparison of medfly male only and bisexual releases in 
large scale field trials, pp. 517–525 in Area-Wide Control 
of Fruit Flies and Other Pests. Joint Proceedings of the 
International Conference on Area-Wide Control of Insect 
Pests and Fifth International Symposium on Fruit Flies 
of Economic Importance, edited by K. H. Tan. Penang. 
Malaysia. 1–5 June 1998.
Rhymer, J. M., Simberloff, D. (1996). Extinction by 
hybridization and introgression. Annual Review of Ecology 
and Systematics, 27, 83-109.
Riba, M., Mayol, M., Giles, B. E. et al. (2009). Darwin’s wind 
hypothesis: does it work for plant dispersal in fragmented 
habitats? New Phytologist, 183, 667–677.
Rice, R. E. (2000). Bionomics of the olive fruit fly 
Bactrocera (Dacus) oleae. In: Olive Notes. Tulare County. 
University of California cooperative extension, 1-5.
Rice, R. E. (2000). Bionomics of the olive fruit fly Bactrocera 
(Dacus) oleae. UC Plant Protection Quarterly, 10, 1–5.
Rice, W. R. (1989). Analysis tables of statistical tests. 
Evolution, 43, 223–225.
Richards, C. L., Bossdorf, O., Muth, N. Z., Gurevitch, J., 
Pigliucci, M. (2006). Jack of all trades, master of some? 
On the role of phenotypic plasticity in plant invasions. 
Ecol. Lett., 9, 981–993.
Riley, S. P. D., H. B., Shaffer, S. R., Voss, B. M., Fitzpatrick. 
(2003). Hybridization between a rare, native tiger 
salamander and its introduced congener. Ecological 
Applications, 13, 1263–1275.
Robert, V. J., Sijen, T., van Wolfswinkel, J., Plasterk, R. 
H. (2005). Chromatin and RNAi factors protect the C. 
elegans germline against repetitive sequences. Genes and 
Development, 19, 782–787.
Roberts, R. J., Murray, K. (1976). Restriction 
endonucleases. CRC Crit. Rev. Biochem., 4(2), 123–64.
Robinson, A. S. (2002a). Genetica: Introduction. Genetica, 
116(1), 1-3.
Pritchard, J. K., Stephens, M., Donnelly, P. (2000). 
Inference of population structure using multilocus 
genotype data. Genetics, 155, 945–959.
Prokopy, R. J., Economopoulos A. P., McFadden, M. W. 
(1975). Attraction of wild and laboratory – cultured Dacus 
oleae flies to small rectangles of different hues, shades 
and tints. Entomol. Exper. Appl., 18, 141-152.
Puissant, C., L. M., Houdebine. (1990). An Improvement 
of the Single-Step Method of RNA Isolation by Acid 
Guanidinium Thiocyanate-Phenol-Chloroform Extraction. 
BioTechniques, 8, 148 - 149.
Rannala, B., Mountain, J. L. (1997). Detecting immigration 
by using multilocus genotypes. Proc. Nat. Ac. Sci. USA, 94, 
9197–9201.
Ratnasingham, S., Hebert, P. D. (2007). Bold: The Barcode 
of Life Data System (http://www.barcodinglife.org). 
Molecular Ecology Notes, 7, 355–364.
Ravnik-Glavač, M., Glavač, D., Dean, M. (1994). 
Sensitivity of single-strand conformation polymorphism 
and heteroduplex method for mutation detection in the 
cystic fibrosis gene. Human Molecular Genetics, 3(5), 801-
807.
Raymond, M., Rousset, F. (1995). GENEPOP v.1.2: 
population genetics software for exact tests and 
ecumenicism. J. Hered., 86, 248–249.
Raymond, S., Weintraub, L. (1959). Acrylamide gel as a 
supporting medium for zone electrophoresis. Science, 
130, 711-712.
Rejmánek, M., Pitcairn, M. J. (2002). When is eradication 
of exotic pest plants a realistic goal? In: Turning the Tide: 
the Eradication of Invasive Species. Veitch, C. R., Clout, 
M. N. (Eds.), pp. 249–253, IUCN SSC Invasive Species 
Specialist Group.
Rempoulakis, P., Nestel, D. (2012). Dispersal ability of 
marked, irradiated olive fruit flies [Bactrocera oleae (Rossi) 
(Diptera: Tephritidae)] in arid regions. Journal of Applied 
Entomology, 136(3), 171-180.
Ren, J. (2000). High-throughput single-strand 
conformation polymorphism analysis by capillary 
electrophoresis. Journal of Chromatography B: Biomedical 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
186
Veg. Entomol. Agr. Fr., 32, 247-257.
Sachidanandam, R., Weissman, D., Schmidt, S. C., Kakol, 
J. M., Stein, L. D., Marth, G., Sherry, S., Mullikin, J. C., 
Mortimore, B. J., Willey, D. L. (2001). A map of human 
genome sequence variation containing 1.42 million single 
nucleotide polymorphisms. Nature, 409, 928–933.
Saiki, R. K., Gelfand, D. H., Stoffel, S., Scharf, S. J., 
Higuchi, R., Horn, G. T., Mullis, K. B., Erlich, H. A. (1988). 
Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a 
thermostable DNA polymerase. Science, 239, 487-491.
Saiki, R. K., Scharf, S., Faloona, F., Mullis, K. B., Horn, G. T., 
Erlich, H. A., Arnheim, N. (1985). Enzymatic amplification 
of beta-globin genomic sequences and restriction site 
analysis for diagnosis of sickle cell anemia. Science, 230, 
1350-1354.
Sainsbury, A. W. (1997). The humane control of captive 
marmoset and tamarind populations. Animal Welfare, 6, 
231–242.
Saint Jalme, M., Lecoq, R., Seigneurin, F., Blesbois, E., 
Plouzeau, E. (2003). Cryopreservation of semen from 
endangered pheasants: the first step towards a cryobank 
for endangered avian species. Theriogenology, 59, 875–
888.
Sakai, A. K., Allendorf, F. W., Holt, J. S., Lodge, D. M., 
Molofsky, J., With, K. A. et al. (2001). The population 
biology of invasive species. Annu. Rev. Ecol. Syst., 32, 
305–332.
Salghetti, S. E., Caudy, A. A., Chenoweth, J. G., Tansey, W. 
P. (2001). Regulation of transcriptional activation domain 
function by ubiquitin. Science, 293, 1651-16533.
Sambrook, J., Fritsch, E. F., Maniatis, T. (1989). Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual. 2nd edition. New York: 
Cold Spring Harbor Laboratory Press.
Sambrook, J., Russell, D. W. (2001). Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual, 3rd ed., Cold Spring Harbor 
Laboratory Press.
Schlötterer, C. (2000). Evolutionary dynamics of 
microsatellite DNA. Chromosoma, 109, 365–371.
Schlötterer, C. (2002). A microsatellite-based multilocus 
Robinson, A. S. (2002b). Genetic sexing strains in medfly, 
Ceratitis capitata, sterile insect technique programmes. 
Genetica, 116(1), 5-13.
Robinson, A. S., Franz, G., Atkison, P. (2004). Insect 
transgenesis and its potential role in agriculture and 
human health. Insect Biochemistry and Molecular Biology, 
34, 113-120.
Robinson, A. S., van Heemert, C. (1982). Ceratitis capitata 
- a suitable case for genetic sexing. Genetica, 58, 229-237.
Roderick, G. K. (2003). Tracing the origin of pest and 
natural enemies: genetic and statistical approaches. In: 
Genetics, Evolution and Biological Control (Ehler, L. E., 
Sforza, R., Mateille, T., eds), pp. 97–112. CABI Publishing, 
New York.
Roman, J., Darling, J. A. (2007). Paradox lost: genetic 
diversity and the success of aquatic invasions. Trends 
Ecol. Evol., 22, 454–464.
Ronce, O. (2007). How does it feel to be like a rolling 
stone? Ten questions about dispersal evolution. Annual 
Review of Ecology Evolution and Systematics, 38, 231–253.
Rose, O., Falush, D. (1998). A threshold size for 
microsatellite expansion. Molecular Biology and Evolution, 
15, 613–615.
Rosenberg, S. M., Longerich, S., Gee, P., Harris, R. S. (1994). 
Adaptive mutation by deletions in small mononucleotide 
repeats. Science, 265, 405-407.
Ross, K. G., Shoemaker, D. D. (2008). Estimation of the 
number of founders of an invasive pest insect population: 
the fire ant Solenopsis invicta in the USA. Proc. R. Soc. B., 
275, 2231–2240.
Rössler, Y. (1979). The genetics of the Mediterranean fruit 
fly: a ‘white pupae’ mutant. Annals of the Entomological 
So ciety of America, 72, 583-585.
        
Ruiz Castro, A., (1948). Fauna Entomologica del Olivo en 
Espaρa. Instituto Espanol de Entomologia, Madrid.
Rychlik, W. (1995). Selection of primers for polymerase 
chain reaction. Molecular Biotechnology, 3(2), 129-134.
Sacantanis, K. B. (1953). Méthode d’ élevage au laboratoire 
de la mouche des olives (Dacus oleae Gmel.). Rev. Pathol. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
187
Sham, P., Bader, J. S., Craig, I., O’Donovan, M., Owen, M. 
(2002). DNA pooling: A tool for large-scale association 
studies. Nature Reviews Genetics, 3(11), 862-871.
Sharp, P. A., Sugden, B., Sambrook, J. (1973). Detection 
of two restriction endonuclease activities in Haemophilus 
parainfluenzae using analytical agarose-ethidium bromide 
electrophoresis. Biochemistry, 12(16), 3055-3063.
Sharrocks, A. D. (1994). The design of primers for PCR. In 
PCR technology: Current innovations. (ed. H. G., Griffin, 
A. M., Griffin), p.p. 5-11, CRC Press, Boca Raton, Florida.
Shelly, T. E., Whittier, T. S., Kaneshiro, K. Y. (1994). 
Sterile insect release and the natural mating system of 
the Mediterranean fruit fly, Ceratitis capitata (Diptera: 
Tephritidae). Annals of the Entomological Society of 
America, 87, 470-481.
Sherry, S. T., Ward, M., Sirotkin, K. (2000). Use of 
molecular variation in the NCBI dbSNP database. Human 
Mutation, 15, 68–75.
Shoemaker, D. D., DeHeer, C. J., Krieger, M. J. B., Ross, 
K. G. (2006). Population genetics of the invasive fire 
ant Solenopsis invicta (Hymenoptera: Formicidae) in the 
United States. Annals of the Entomological Society of 
America, 99(6), 1213-1233.
Shoubridge, E. A., Wai, T. (2007). Mitochondrial DNA and 
the mammalian oocyte. Current Topics in Developmental 
Biology, 77, 87–111.
Sia, E. A., Butler, C. A., Dominska, M., Greenwell, P., 
Fox, T. D., Petes, T. D. (2000). Analysis of microsatellite 
mutations in the mitochondrial DNA of Saccharomyces 
cerevisiae. Proceedings of the National Academy of Sciences 
of the United States of America, 97, 250–255.
Sia, E. A., Kokoska, R. J., Dominska, M., Greenwell, P., 
Petes, T. D. (1997). Microsatellite instability in yeast: 
Dependence on repeat unit size and DNA mismatch 
repair genes. Molecular and Cellular Biology, 17, 2851-
2858.
Simberloff, D., Martin, J. L., Genovesi, P., Maris, V., 
Wardle, D. A., Aronson, J., Courchamp, F.,  Galil, B., García-
Berthou, E., Pascal, M., Pyšek, P., Sousa, R., Tabacchi, 
E., Vilà, M. (2013). Impacts of biological invasions: What’s 
what and the way forward. Trends in Ecology and Evolution, 
screen for the identification of local selective sweeps. 
Genetics, 160, 753-763.
Schlötterer, C., Harr, B. (2000). Drosophila virilis has long 
and highly polymorphic microsatellites. Molecular Biology 
and Evolution, 17, 1641-1646.
Schlötterer, C., Ritter, R., Harr, B., Brem, G. (1998). 
High mutation rates of a long microsatellite allele in 
Drosophila melanogaster provides evidence for allele-
specific mutation rates. Molecular Biology and Evolution, 
15, 1269–1274.
Schlötterer, C., Tautz, D. (1992). Slippage synthesis of 
simple sequence DNA. Nucleic Acids Research, 20, 211-
215.
Schmidt, T., Heslop-Harrison, J. S. (1996). The physical 
and genomic organization of microsatellites in sugar beet. 
Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 93, 
8761-8765.
Schutze, M. K., Mather, P. B., and Clarke, A. R. (2006). 
Species status and population structure of the Australian 
Eucalyptus pest Paropsis atomaria Olivier (Coleoptera: 
Chrysomelidae). Agricultural and Forest Entomology, 8, 
323–332.
Serikawa, T., Kuramoto, T., Hilbert, P., Mori, M., Yamada, 
J. (1992). Rat gene mapping using PCR-analyzed 
microsatellites. Genetics, 131, 701–721.
Severin, H. H. P. (1915).  Can. Entomol., XLVI 7, 243-246; 
9, 309-314.
Seyfert, A. L., Cristescu, M. E., Frisse, L., Schaack, S., 
Thomas, W. K., Lynch, M. (2008). The rate and spectrum 
of microsatellite mutation in Caenorhabditis elegans and 
Daphnia pulex. Genetics, 178, 2113–2121.
Sgaramella, V., Ehrlich, S. D. (1978). Use of the T4 
polynucleotide ligase in the joining of flush-ended DNA 
segments generated by restriction endonucleases. 
European Journal of Biochemistry, 86(2), 531-537.
Shaikh, L., Sagebiel, R. W., Ferreira, C. M. M., Nosrati, 
M., Miller, J. R., Kashani-Sabet, M. (2005). The role 
of microsatellites as a prognostic factor in malignant 
melanoma. Archives of Dermatology, 141, 739–742.
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
188
bacteriophage T4. Genetics, 109, 633-659.
Sutovsky, .P, Moreno, R. D., Ramalho-Santos, J., Dominko, 
T., Simerly, C., Schatten, G. (1999). Ubiquitin tag for sperm 
mitochondria. Nature, 402, 371–372.
Swanson-Wagner, R. A., Jia, Y., DeCook, R., L. A., Borsuk, 
D., Nettleton, P. S., Schnable. (2006). All possible modes 
of gene action are observed in a global comparison 
of gene expression in a maize F1 hybrid and its inbred 
parents. Proceedings of the National Academy of Sciences 
USA, 103, 6805–6810.
Swinnerton, K. J., Groombridge, J. J., Jones, C. G., Burn, 
R. W., Mungroo, Y. (2004). Inbreeding depression 
and founder diversity among captive and free-living 
populations of the endangered pink pigeon Columba 
mayeri. Animal Conservation, 7, 353–364.
Syvanen, A. C. (2001). Accessing genetic variation: 
genotyping single nucleotide polymorphisms. Nature 
Reviews Genetics, 2, 930–942.
Taketo, A. (1988). Sensitivity of Escherichia coli to viral 
nucleic acid. 17. DNA transfection of Escherichia coli by 
electroporation. Biochim. Biophys. Acta, 949, 318-324.
Taylor, D. R., Keller, S. R. (2007). Historical range expansion 
determines the phylogenetic diversity introduced during 
contemporary species invasion. Evolution, 61, 334–345.
Taylor, J. D., Briley, D., Nguyen, Q., Long, K., Iannone, M. 
A., Li, M. -S., Ye, F., Afshari, A., Lai, E., Wagner, M., Chen, 
J., Weiner, M. P. (2001). Flow cytometric platform for 
high-throughput single nucleotide polymorphism analysis. 
BioTechniques, 30, 661–669.
Templeton, A. R., Clark, A. G., Weiss, K. M., Nickerson, D. 
A., Boerwinkle, E., Sing, C. F. (2000). Recombinational and 
mutational hot spots within the human lipoprotein lipase 
gene. American Journal of Human Genetics, 66, 69-83.
Thomas, D. D., Donnelly, C. A., Wood, R. J., Alphey, L. 
S. (2000). Insect population control using a dominant, 
repressible, lethal genetic system. Science, 287, 2474–
2476. 
Thompson, E. A., Meagher, T. R. (1998). Genetic linkage 
in the estimation of pairwise relationship. Theoretical and 
Applied Genetics, 97, 857-864.
28(1), 58-66.
Simões, P., Pascual, M., Coelho, M., Matos, M. (2010). 
Divergent evolution of molecular markers during 
laboratory adaptation in Drosophila subobscura. Genetica, 
138, 999-1009.
Simões, P., Pascual, M., Santos, J., Rose, M. R. and 
Matos, M. (2008). Evolutionary dynamics of molecular 
markers during local adaptation: a case study in 
Drosophila subobscura. BMC Evolutionary Biology, 8, 66. 
doi:10.1186/1471-2148-8-66.
Slatkin, M. (1995). A measure of population subdivision 
based on microsatellite allele frequencies. Genetics, 139, 
457-462.
Smith, M., Jessee, J., Landers, T., Jordan, J. (1990). 
High efficiency bacterial electroporation 1 x 1010 E. coli 
transformants per microgram. Focus, 12, 38-40.
Sørensen, J. G., Kristensen, T. N., Loeschcke, V. (2003). 
The evolutionary and ecological role of heat shock 
proteins. Ecology Letters, 6, 1025–1037.
Soule, M., Gilpin, M., Conway, W., Foose, T. (1986). The 
millennium ark: how long a voyage, how many staterooms, 
how many passengers? Zoo Biology, 5, 101–113.
Stavraki-Pavlopoulou, H. (1966). Contribution a l’ étude 
de la capacité reproductrice et de la fécondité réelle d’ 
Opius concolor Szepl. (Hymenoptera: Braconidae). Ann. 
Epiphyt. Paris., 17, 391-435.  
Storz, J. F. (2005). Using genome scans of DNA 
polymorphism to infer adaptive population divergence. 
Molecular Ecology, 14, 671–688.
Strand, M., Prolla, T. A., Liskay, R. M., Petes, T. D. (1993). 
Destabilization of tracts of simple repetitive DNA in yeast 
by mutations affecting DNA mismatch repair. Nature, 
365, 274-276.
Strauss, F., A., Varshavsky. 1984). A protein binds to a 
satellite DNA repeat at three specific sites that would 
be brought into mutual proximity by DNA folding in the 
nucleosome. Cell, 37(3), 889-901.
Streisinger, G., Owen, J. E. (1985). Mechanisms of 
spontaneous and induced frameshift mutation in 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
189
Thuillet, A. C., Bru, D., David, J., Roumet, P., Santoni, 
S. (2002). Direct estimation of mutation rate for 10 
microsatellite loci in Durum Wheat, Τriticum turgidum (L.) 
Thell. ssp durum desf. Molecular Biology and Evolution, 19, 
122–125.
Tilman, D. (2004). Niche tradeoffs, neutrality, and 
community structure: A stochastic theory of resource 
competition, invasion, and community assembly. 
Proceedings of the National Academy of Sciences, 101(30), 
10854–10861.
Tindall, K. R., Kunkel, T. A. (1988). Fidelity of DNA 
synthesis by the Thermus aquaticus DNA polymerase. 
Biochemistry, 27(16), 6008-6013.
Tóth, G., Gáspari, Z., Jurka, J. (2000). Microsatellites 
in different eukaryotic genomes: Survey and analysis. 
Genome Research, 10, 967-981.
Tracy, S. (1981). Improved Rapid Methodology for the 
Isolation of Nucleic Acids From Agarose Gels. Preparative 
Biochemistry, 11(3), 251-268.
Tschinkel, W. R. (2006). The Fire Ants. Harvard Univ. 
Press, Cambridge, MA.
Tsiropoulos, G. J. (1980). Major nutritional requirements 
of adult Dacus oleae (Diptera: Tephritidae). Annals of the 
entomological society of America, 73, 251-253.
Tsitsipis, J. A. (1977). An improved method for the mass 
rearing of the olive fruit fly, Dacus oleae (Gmel.) (Diptera: 
Tephritidae). Z. Angrew. Entomol., 83, 419-426.
Tsitsipis, J. A. (1977). Development of a caging and 
egging system for mass rearing the olive fruit fly, Dacus 
oleae (Gmel.) (Diptera: Tephritidae). Ann. Zool. Ecol. Anim., 
9, 133–139.
Tsitsipis, J. A., Kontos, A. (1983). Improved solid adult diet 
for the olive fruit fly Dacus oleae. Entomol. Hell., 1, 24–29.
Tsutsui, N. D., Suarez, A. V., Grosberg, R. K. (2003). Genetic 
diversity, asymmetrical aggression, and recognition in a 
widespread invasive species. Proceedings of the National 
Academy of Sciences, 100, 1078–1083.
Tsutsui, N. D., Suarez, A. V., Holway, D. A., Case, T. J. 
(2000). Reduced Genetic Variation and the Success of an 
Invasive Species. Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America, 97, 5948–5953.
Tsutsui, N. D., Suarez, A. V., Holway, D. A., Case, T. 
J. (2001). Relationship among native and introduced 
populations of the Argentine ant (Linepithema humile) and 
the source of introduced populations. Molecular Ecology, 
10, 2151–2161.
Tung, W. L., Chow, K. C. (1995). A modified medium for 
efficient electrotransformation of E. coli. Trends Genet., 
11, 128-129.
Tzanakakis, M. E. (1967). Control of the olive fruit fly, 
Dacus oleae (Gmel.), with radiation or chemical sterilization 
procedures. Democritus Nuclear Research Center, Greece.
Tzanakakis, M. E., Economopoulos, A. P., Tsitsipis, J. A. 
(1967). The importance of conditions during the adult 
stage in evaluating an artificial food for larvae of Dacus 
oleae (Gmel.) (Diptera: Tephritidae). Z. Angew. Entomol., 
59, 127–130.
Tzanakakis, M. E., Economopoulos, A. P., Tsitsipis, J. 
A. (1970). Rearing and nutrition of the olive fruit fly. 
Improved larval diet and simple containers. Journal of 
Economical Entomology, 63, 317-318.
Tzanakakis, M. E., Stavrinides, A. S. (1973). Entomol. Exp. 
App., 16, 39-47.
Tzanakakis, M. E., Tsitsipis, J. A., Economopoulos, A. P. 
(1968). Journal of Economical Entomology, 61, 1309-1312.
Udupa, S. M., Baum, M. (2001). High mutation rate and 
mutational bias at (TAA)n microsatellite loci in chickpea 
(Cicer arietinum L.). Molecular Genetics and Genomics, 265, 
1097– 1103.
Ujvari, B., Dowton, M., Madsen, T. (2007). Mitochondrial 
DNA recombination in a free-ranging Australian lizard. 
Biology Letters, 3, 189–192.
Ullmann, A., Jacob, F., Monod, J. (1967). Characterization 
by in vitro complementation of a peptide corresponding 
to an operator-proximal segment of the β-galactosidase 
structural gene of Escherichia coli. Journal of Molecular 
Biology, 24(2), 339-343.
Ursprung, H., Schabtach, E. (1965). Fertilization in 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
190
tunicates: loss of the paternal mitochondrion prior to 
sperm entry. Journal of Experimental Zoology, 159, 379–
383.
Valle, G. (1993). TA-repeat microsatellites are closely 
associated with ARS consensus sequences in yeast 
chromosome III. Yeast, 9, 753–759.
Venette, R., Carey, J. (1998). Invasion biology: Rethinking 
our response to alien species. Calif. Agr., 52(2), 13-17.
Verling, E., G. M., Ruiz, L. D., Smith, B., Galil, A. W., Miller, 
K. R., Murphy. (2005). Supply-side invasion ecology: 
characterizing propagule pressure in coastal ecosystems. 
Proceedings of the Royal Society of London, Ser. B: Biological 
Science, 272(1569), 1249–1256.
Vigouroux, Y., Jaqueth, J. S., Matsouka, Y., Smith, O. 
S., Beavis, W. F. (2002). Rate and pattern of mutation 
at microsatellite loci in maize. Molecular Biology and 
Evolution, 19, 1251–1260.
Vilà, M., Espinar, J. L., Hejda, M., Hulme, P. E., Jarošík, 
V., Maron, J. L., Pergl, J., Schaffner, U., Sun, Y., Pyšek, 
P. (2011). Ecological impacts of invasive alien plants: A 
meta-analysis of their effects on species, communities 
and ecosystems. Ecology Letters, 14(7), 702-708.
Villablanca, X., Roderick, G. K., Palumbi, S. (1998). 
Invasion genetics of the Mediterranean fruit fly: variation 
in multiple nuclear introns. Mol. Ecol., 7, 547–560.
Vucetich, J. A., Waite, T. A. (2000). Is one migrant per 
generation sufficient for the genetic management of 
fluctuating populations? Animal Conservation, 3, 261–266.
Wakeley, J., Nielsen, R., Liu-Cordero, S. N., Ardlie, K. 
(2001). The discovery of single-nucleotide polymorphisms 
- and inferences about human demographic history. 
American Journal of Human Genetics, 69(6), 1332-1347.
Wang, X. -., Levy, K., Son, Y., Johnson, M. W., Daane, 
K. M. (2012). Comparison of the thermal performance 
between a population of the olive fruit fly and its co-
adapted parasitoids. Biological Control, 60(3), 247-254.
Waring, M. J. (1965). Complex formation between 
ethidium bromide and nucleic acids. Journal of Molecular 
Biology, 13(1), 269-282.
Weaver, J. C. (1993). Electroporation: A general 
phenomenon for manipulating cells and tissues. J. Cell. 
Biochem., 51, 426-435.
Weber, J., Wong, C. (1993). Mutation of human short 
tandem repeats. Human Molecular Genetics, 2, 1123–
1128.
Weber, K. E., Diggins, L. T. (1990). Increased selection 
response in larger populations. II. Selection for ethanol 
vapor resistance in Drosophila melanogaster, at two 
population sizes. Genetics, 125, 585–597.
Wharton, R. A., M. K., Trostle, R. H., Messing, R. S., 
Copeland, S. W., Kimani-Njogu, S., Lux, W. A., Overholt, 
S., Mahamed, J., Sivinski. (2000). Parasitoids of medfly, 
Ceratitis capitata, and related tephritids in Kenyan coffee: 
a predominantly koinobiont assemblage. Bull. Entomol. 
Res., 90, 51-526.
Whittaker, J. C., Harbord, R. M., Boxall, N., Mackay, 
I., Dawson, G. (2003). Likelihood-based estimation of 
microsatellite mutation rates. Genetics, 164, 781–787.
Whitten, M. J., (1969). Automated sexing of pupae and its 
usefulness in control by sterile insects. J. Econ. Entomol., 
62, 272–273.
Wiehe, T., Nolte, V., Zivkovic, D., Schlötterer, C. (2007). 
Identification of selective sweeps using a dynamically 
adjusted number of linked microsatellites. Genetics, 175, 
207–218.
Wilder, J., Hollocher, H. (2001). Mobile elements and the 
genesis of microsatellites in dipterans. Molecular Biology 
and Evolution, 18, 384–392.
Williams, S. E., Hoffman, E. A. (2009). Minimizing genetic 
adaptation in captive breeding programs: A review. 
Biological Conservation, 142, 2388-2400. 
Wilson, M. H., Kepler, C. B., Snyder, N. F. R., Derrickson, 
S. R., Dein, F. J., Wiley, J. W., Wunderle, J. M., Lugo, A. 
E., Graham, D. L., Toone, W. D. (1994). Puerto Rican 
parrots and potential limitations of the metapopulation 
approach to species conservation. Conservation Biology, 
8, 114–123.
Winter, E., Varshavsky, A. (1989). A DNA binding protein 
that recognizes oligo(dA) - oligo(dT) tracts. The EMBO 
Journal, 8, 1867-1877.
Wright, J. M., Bentzen, P. (1994). Microsatellites: Genetic 
markers of the future. Reviews in Fish Biology and Fisheries, 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




Wright, S. (1931). Evolution in Mendelian populations. 
Genetics, 16, 97-159.
Wright, S. (1951). The genetical structure of populations. 
Annual Eugenics, 15, 323-354.
Wu, Y. -Τ., Wang, C. -Η., Zhang, X. -D., Zhao, B., Jiang, L. 
-F., Chen, J. -K., Li, B. (2009). Effects of saltmarsh invasion 
by Spartina alterniflora on arthropod community structure 
and diets. Biological Invasions, 11(3), 635-649.
Xu, L., Zhou, C., Xiao, Y., Zhang, P., Tang, Y., Xu, Y. (2012). 
Insect oviposition plasticity in response to host availability: 
the case of the tephritid fruit fly Bactrocera dorsalis. Ecol. 
Entomol., doi:10.1111/j.1365-2311.2012.01383.x.
Xu, Y. C., Fang, S. G., Li, Z. K. (2007). Sustainability of the 
South China tiger: implications of inbreeding depression 
and introgression. Conservation Biology, 8, 1199–1207.
Yamada, N. A., Smith, G. A., Castro, A., Roques, C. 
N., Boyer, J. C., Farber, R. A. (2002). Relative rates of 
insertion and deletion mutations in dinucleotide repeats 
of various lengths in mismatch repair proficient mouse 
and mismatch repair deficient human cells. Mutation 
Research, 499, 213-225.
Yang, C. C., Shoemaker, D. D., Wu, W. J., Shih, C. J. (2008). 
Population genetic structure of the red imported fire ant, 
Solenopsis invicta, in Taiwan. Insectes Sociaux, 55(1), 54-
65.
Yeh, F. C., Boyle, T., Rongcai, Y., Ye, Z., Xiyan, J. M. (1999). 
POPGENE VERSION 1.32 Microsoft Window-based 
Freeware for Population Genetic Analysis. http://www.
ualberta.ca/~fyeh/.
Yli-Mattila, T., Paavanen-Huhtala, S., Fenton, B., 
Tuovinen, T. (2000). Species and strain identification of 
the predatory mite Euseius finlandicus by RAPD-PCR and 
ITS sequences. Experimental and Applied Acarology, 24, 
863-880.
Yokoyama, V. Y. (2012). Mobility of olive fruit fly (Diptera: 
Tephritidae) late third instars and teneral adults in test 
arenas. Environmental Entomology, 41(5), 1177-1183.
Yokoyama, V. Y., G. T., Miller, J., Sivinski. (2004). 
Quarantine control strategies for olive fruit fly in 
California. Proceedings of the 6th International Symposium 
on Fruit Flies Economical Implications, 6-10 May 2002, 
Stellenbosch, South Africa.
Yokoyama, V. Y., P., Rendon, J., Sivinski. (2008). Biological 
control of olive fruit fly (Diptera: Tephritidae) by releases 
of Psyttalia cf. concolor (Hymenoptera: Braconidae) in 
California, parasitoid longevity in presence of the host, 
and host status of walnut husk fly. Proceedings of the 7th 
International Symposium on Fruit Flies Economical Impact, 
10-15 September 2006, Salvador, Bahia, Brazil.
Young, E. T., Sloan, J. S., van Riper, K. (2000). Trinucleotide 
repeats are clustered in regulatory genes in Saccharomyces 
cerevisiae. Genetics, 154, 1053-1068.
Zalom, F. G., Burrack, H. J., Bingham, R., Price, R., Ferguson, 
L. (2008). Olive fruit fly (Bactrocera oleae) introduction 
and establishment in California. Acta Horticulturae, 791, 
619-627.
Zervas, G. A. (1985). In: Proceedings of CEC/FAO/IOBC 
International Joint Meeting, April 1984, Pisa, pp. 429-438. 
Cavalloro, R., Crovetti, A. edition.
Zervas, G. A., Economopoulos, A. P. (1982). Mating 
frequency in caged population suppression. Proc. CEC/
IOBC Ad-hoc Meetion on Fruit Flies of Economic Importance. 
Hamburg, Aug 23, pp. 75-80.  
Zhu, Y., Strassmann, J. E., Queller, D. C. (2000). Insertions, 
substitutions, and the origin of microsatellites. Genetics 
Research, 76, 227–236.
Zohary, D., Hopf, M. (2000). Domestication of Plants in 
the Old World, 3rd edn, Oxford University Press, Oxford.
Zohary, D., Hopf, M., (2000). Domestication of Plants 
in the Old World: the Origin and Spread of Cultivated 
Plants in West Asia, Europe and the Nile Valley. Oxford 
University Press, New York.
Zohary, D., Spiegel-Roy, P., (1975). Beginnings of fruit 
growing in the Old World. Science, 187, 319–327.
Zouros, E., Loukas, M., Economopoulos, A., Mazomenos, 
B. (1982). Selection at the alcohol dehydrogenase locus 
of the olive fruit fly Dacus oleae under artificial rearing. 
Heredity, 48, 169–185.
Zygouridis, N. E., Argov, Y., Nemny-Lavy, E., Augustinos, 
A. A., Nestel, D., Mathiopoulos, K. D. (2014). Genetic 
changes during laboratory domestication of an olive fly 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
192
SIT strain. Journal of Applied Entomology, 138(6), 423-432.
Zygouridis, N. E., Augustinos, A. A., Zalom, F. G., 
Mathiopoulos, K. D. (2009). Analysis of olive fly invasion 
in California based on microsatellite markers. Heredity, 
102(4), 402-412.
ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ
Αλαχιώτης, Σ. (2007). Εισαγωγή στην εξέλιξη. Εκδοτικός 
Οίκος Λιβάνη, Αθήνα. 
Ανάγνου-Βερονίκη, Μ. (1992). Μελέτη ιώσεων του 
δάκου της ελιάς Dacus oleae (Gmelin) στην Ελλάδα. 
Διδακτορική διατριβή.
Γεννάδιος, Π. Γ. (1896). Ασθένειες της εληάς. Ελληνική 
Γεωργία, Ε, 193-214.
Γιαμβριάς, Χ. (1998). Εντομολογικοί εχθροί εληάς. 
Εκδόσεις Α. Σταμούλης, Αθήνα, Ελλάδα.
Δήμου, Ι. Ε. (2002). Οικολογική μελέτη του δάκου της 
ελιάς, Bactrocera (Dacus) oleae (Gmelin) στην περιοχή της 
Αχαΐας. Διδακτορική διατριβή.
Κοσμίδης, Ν. Γ. (1995). Μελέτη της επιλογής του γόνου 
της αφυδρογονάσης της αλκοόλης στο δάκο της ελιάς. 
Διδακτορική διατριβή. 
Λέντζα-Ρίζου, X. (1994). Υπολείμματα γεωργικών 
φαρμάκων από αγροτικά προϊόντα. Έκδοση 
συγγραφέως. Αθήνα. 
Ορφανίδης, Π. Σ., Δανιηλίδου, Ρ. Κ., Αλεξοπούλου, Π. Σ., 
Τσακμάκης, Α. Α., Καραγιάννης, Γ. Β. (1958). Πειραματικές 
έρευνες επί της ελκυστικότητας πρωτεϊνούχων ουσιών 
επί των ακμαίων του δάκου της ελιάς. Χρον. Μπενακείου 
Φυτοπαθ. Ινστ. (Ν.Σ.)., 1, 199-225.   
Ορφανίδης, Π. Σ., Σουλτανόπουλος, Κ. Δ. (1962). 
Καταπολέμηση του Δάκου της ελιάς μέσω 
ψεκασμών με πρωτεϊνούχα ελκυστικά δολώματα 
(Συγκριτικά αποτελέσματα προς τη μέθοδο των 
αρσενικομελασσούχων πολτών). Χρον. Μπενακείου 
Φυτοπαθ. Ινστ. (Ν.Σ.)., 4, 242-251.   
Πελεκάσης, Κ. Ε. Δ. (1984). Μαθήματα Γεωργικής 
Εντομολογίας. Β’ Τόμος, Ειδική Εντομολογία. Έκδοση 















Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ
196
Α. Το φυτό της εληάς
Συστηματική κατάταξη και βοτανική περιγραφή
Η εληά (Εικόνα 1) ανήκει στο βασίλειο των Φυτών (Plantae), στη συνομοταξία των Αγειόσπερμων (Magnoliophyta), 
στην ομοταξία των Δικοτυλήδονων (Magnoliopsida), στην τάξη των Χοιραδιωδών (Scrophulariales), στην οικογένεια 
των Ελαιοειδών (Oleaceae), στο γένος Olea και στο είδος europaea. Μπορεί να ζήσει πολλές εκατοντάδες χρόνια και 
να φτάσει σε ύψος έως και τα 15 μέτρα. Ωστόσο, μερικά υπεραιωνόβια φυτά αποκτούν πολύ μεγάλες διαστάσεις 
φθάνοντας σε ύψος έως και τα 30 μέτρα και σε περίμετρο κορμού έως και τα 8 μέτρα.
Είναι φυτό επιπολαιόρριζο. Αρχικά το ριζικό του σύστημα είναι πασαλώδες. Η πασαλώδης ρίζα αναπτύσσεται κανονικά 
τα πρώτα τρία έως πέντε χρόνια, στη συνέχεια όμως ατροφεί και παρατηρείται η ανάπτυξη κυρίως των πλάγιων ριζών. 
Οι κορμοί, οι βραχίονες και οι υποβραχίονες των φυτών νεαρής ηλικίας είναι ευθυτενείς, κυλινδρικοί, συμπαγείς, με 
φλοιό λείο και σαφώς λεπτότερο από αυτόν των ηλικιωμένων φυτών, χρώματος φαιοπράσινου και χωρίς την παρουσία 
ρυτιδωμάτων. Με την πάροδο όμως των ετών παρατηρούνται κάποιες μεταβολές στο φυτό. Έτσι, ο κορμός των φυτών 
μεγαλύτερης ηλικίας σταδιακά στρεβλώνεται και αποκτά χρώμα γκρι, με σκληρό φλοιό, ο οποίος συγκροτείται από 
στοιβάδες φελλοποιημένων κυττάρων που είναι υπεύθυνα για τη δημιουργία χαρακτηριστικών ρυτιδωμάτων. Ακόμη, 
στη βάση του κορμού συχνά αναπτύσσονται ξυλώδεις υπερπλασίες, των οποίων το σχήμα τείνει να γίνει σφαιρικό. Ο 
ιστός αυτών των υπερπλασιών είναι πλούσιος σε μεταβολικά προϊόντα - όπως σάκχαρα και φυτορυθμιστικές ουσίες 
- και έχει ως βασικό ρόλο την προστασία, αλλά και τη διατροφική υποστήριξη του πλήθους των οφθαλμών που 
υπάρχουν στη συγκεκριμένη περιοχή. Επιπλέον, ο κορμός των ηλικιωμένων φυτών φέρει αρκετά συχνά κοιλότητες, οι 
οποίες σχετίζονται με τη λύση της συνέχειας του φελλοκαμβίου ή ακόμη και του καμβίου. Η δημιουργία τους οφείλεται 
κατά κύριο λόγο σε παθογόνα αίτια, των οποίων η δράση επιτείνεται σε περιπτώσεις ύπαρξης μηχανικών τραυμάτων 
του κορμού. Στα αιωνόβια φυτά, το παραπάνω φαινόμενο αποτελεί μια συνήθη κατάσταση, κατά την οποία το σύνολο 
σχεδόν του εγκάρδιου ξύλου αποσαρθρώνεται και έτσι ο κύριος όγκος του κορμού είναι κοίλος στο εσωτερικό του.
Στο φυτό της εληάς συνυπάρχουν τρία διαφορετικά είδη οφθαλμών: α) οι κανονικοί, οι οποίοι αναπτύσσονται στις 
μασχάλες των φύλλων και διακρίνονται σε βλαστοφόρους και ανθοφόρους, β) οι λανθάνοντες, οι οποίοι εντοπίζονται 
σε βλαστούς ηλικίας μεγαλύτερης των δύο ετών, είναι βυθισμένοι στο φλοιό αυτών των βλαστών και βλαστάνουν 
είτε μετά από μηχανικό τραυματισμό του δένδρου είτε μετά από αυστηρό κλάδεμά του και γ) οι σφαιροβλάστες, που 
υπάρχουν στην διογκωμένη βάση του κορμού, κυρίως φυτών μεγαλύτερης ηλικίας.      
Το φύλλωμα του φυτού είναι πολυετές. Τα φύλλα της εληάς είναι απλά και διατάσσονται σε κάθε γόνατο ανά δύο 
αντίθετα. Είναι λογχοειδή, λειόχειλα, και δερματώδη με χρωματισμό πράσινο σκούρο στην επάνω και ασημί στην κάτω 
επιφάνεια. Φέρουν επίσης στομάτια, κυρίως στην κάτω επιφάνειά τους και τριχίδια τα οποία αρχικά παρατηρούνται 
και στις δύο επιφάνειες του φύλλου. Όμως, σταδιακά, τα τριχίδια αφανίζονται στην άνω επιφάνεια των φύλλων - η 
οποία καλύπτεται με χυτίνη – και παραμένουν μόνο στην κάτω.
Τα άνθη του φυτού είναι μικρά, χρώματος υπόλευκου και διατάσσονται σε βοτρυώδεις ταξιανθίες. Κάθε φυτό 
περιλαμβάνει τόσο ατελή άνθη όσο και ερμαφρόδιτα. Τα ερμαφρόδιτα άνθη φέρουν κυπελλοειδή τετρασέπαλο 
κάλυκα, ο οποίος παρουσιάζει μερική ή ολική σύμφυση των πετάλων. Η στεφάνη των ανθέων αποτελείται από 
τέσσερα πέταλα. Τα αναπαραγωγικά μέρη των ανθέων περιλαμβάνουν δύο στήμονες που χαρακτηρίζονται από 
κοντό νημάτιο και καθένας από αυτούς καταλήγει σε έναν, νεφροειδούς σχήματος, ανθήρα. Ο ύπερος του άνθους 
αποτελείται από μια δίχωρη επιφυή ωοθήκη, ένα βραχύ στύλο και ένα δίλοβο κεφαλωτό στίγμα. Τα ατελή άνθη έχουν 
λειτουργικούς στήμονες οι οποίοι παράγουν γόνιμη γύρη, αλλά υπανάπτυκτη ωοθήκη, μερικές φορές μάλιστα χωρίς 
στύλο. Η επικονίαση των ανθέων του φυτού της εληάς γίνεται με τη βοήθεια του ανέμου, χωρίς να απαιτείται η 
παρουσία επικονιαστών.
Τέλος, ο καρπός της εληάς προκύπτει από την ανάπτυξη των τοιχωμάτων της ωοθήκης και από βοτανικής άποψης 
θεωρείται δρύπη. Περιλαμβάνει: α) το δερματώδες περικάρπιο, β) το σαρκώδες μεσοκάρπιο και γ) το σκληρό, ξυλώδες 
ενδοκάρπιο. Όλα τα μέρη του καρπού, ανάλογα με το στάδιο της φυσιολογικής τους ωρίμανσης, μεταβάλλουν το 
χρώμα τους από ανοιχτό πράσινο αρχικά, σε μαύρο, στο στάδιο της πλήρους ωρίμανσής τους. 
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Εικόνα 1. Αιωνόβιο φυτό εληάς.
Eληά και Μεσογειακή κουλτούρα: μια διαχρονική σχέση συνεχούς αλληλεπίδρασης
 
Αν θα έπρεπε να καθοριστεί το στίγμα της μεσογειακής φύσης, κατονομάζοντας κάποια καρποφόρα δέντρα που 
επηρέασαν καίρια τις κοινωνικές και οικονομικές δομές της ευρύτερης γεωγραφικής περιοχής της μεσογειακής 
λεκάνης, χωρίς καμία αμφιβολία την πρώτη θέση διεκδικεί το φυτό της εληάς. 
Ως φυτό που κυριαρχεί στη Μεσόγειο, η εληά, διαμόρφωσε καταλυτικά την ανάπτυξη και εξέλιξη μερικών από τους 
πλέον προηγμένους πρώιμους πολιτισμούς της ανθρωπότητας. Η σύνδεσή της με τις διατροφικές και λατρευτικές 
συνήθειες των μεσογειακών κοινωνιών τής επέτρεψε να διεισδύσει στη μυθολογία αυτών των λαών και να διαμορφώσει 
βασικά ανθρωπολογικά χαρακτηριστικά τους (όπως τις λατρευτικές πρακτικές, τις δοξασίες, τα ήθη και έθιμά τους) 
αρκετά από τα οποία διατηρούνται έως σήμερα.
Η εληά στην αρχαία Ελλάδα
Κατά τη Μινωική περίοδο ο Μίνωας και οι διάδοχοί του ήταν οι πρώτοι προστάτες του ιερού δένδρου της εληάς (Εικόνα 
2), το οποίο και εικάζεται ότι έπαιξε καθοριστικό ρόλο στη μινωική κυριαρχία. Σχετικά με το θέμα αυτό, ο Γάλλος 
μελετητής του Μινωικού πολιτισμού Paul Faure αναφέρει ότι «η εληά εξασφάλιζε την οικονομική επικυριαρχία της 
Κρήτης στον τότε αιγαιοπελαγίτικο κόσμο» (www.clab.edc.uoc.gr/seminar/ptixiakes/elia/site/index.htm). Ολόκληρη 
δε η κοινωνικοοικονομική, λατρευτική, εθιμική αλλά και καλλιτεχνική πραγματικότητα οικοδομήθηκε γύρω από το 
φυτό της εληάς.
Με το πέρασμα των χρόνων οι πληροφορίες για την εληά και το ελαιόλαδο πολλαπλασιάζονται. Τόσο από τις 
διασωθείσες μαρτυρίες των συγγραφέων της κλασσικής περιόδου όσο και από τα αρχαιολογικά ευρήματα, γίνεται 
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φανερό πως η εξάπλωση της ελαιοκαλλιέργειας συμπίπτει μ’ ένα ανώτερο επίπεδο πολιτισμού. 
Έτσι, οι εληές για τους αρχαίους Αθηναίους ήταν ιερά δένδρα, τα οποία προέρχονταν από την εληά που φύτεψε η 
Αθηνά στον ιερό βράχο της Ακρόπολης. Προστάτης των ιερών ελαιόδενδρων ήταν ο ίδιος ο Δίας. Ο μύθος αυτός 
δημιούργησε έναν άρρηκτο σύνδεσμο μεταξύ των αθηναίων πολιτών και του πολύτιμου αυτού δένδρου. Τα δένδρα 
αυτά υπήρχαν αρχικά στην Ακαδημία, εκεί όπου βρισκόταν το ιερό άλσος, αλλά αργότερα καλλιεργήθηκαν και σε 
πολλά άλλα μέρη της Αττικής. Μάλιστα, η αθηναϊκή Πολιτεία εφάρμοζε πολιτική στοχευμένης παρέμβασης στην 
αγροτική της οικονομία, σχετιζόμενης με την προώθηση της ελαιοκαλλιέργειας.  
Στην κλασσική εποχή, επειδή πολλές ήταν οι πόλεις που διεκδικούσαν τη γέννηση της θεάς Αθηνάς, ήταν φυσικό να 
διεκδικούν και το ιερό δένδρο της, την εξημερωμένη εληά, η οποία και σηματοδοτεί την εγκατάλειψη της νομαδικής 
ζωής, την ενασχόληση με την καλλιέργεια της γης, την συνεπακόλουθη συγκρότηση οικιστικών συνόλων και την 
αναβάθμιση του πολιτισμού. 
Εικόνα 2. Η εληά στη Μινωική περίοδο.
Οι συμβολισμοί της εληάς στην αρχαία Ελλάδα
Στην αρχαία ελληνική παράδοση η εληά υπήρξε σύμβολο πολλών πτυχών του αξιακού της πλαισίου.  Ήταν το δένδρο 
που συμβόλιζε την ειρήνη. Η Ειρήνη, θεότητα που ήταν κόρη του Δία και της Θέτιδας, εικονιζόταν με κλαδί εληάς 
στα χέρια της. Στις περιόδους εχθροπραξιών χρησιμοποιήθηκε ως σύμβολο λήξης των πολεμικών επιχειρήσεων. Οι 
αγγελιοφόροι που στέλνονταν για να μεταφέρουν το μήνυμα της ειρήνης ή να ζητήσουν ανακωχή, έπρεπε να κρατούν 
στο χέρι τους κλαδί εληάς. 
Επίσης, ένα κλαδί εληάς ήταν το έπαθλο των νικητών των ολυμπιακών αγώνων. Το σύμβολο αυτό συμπύκνωνε τις 
αξίες του ολυμπισμού: την ειρήνη, τη σοφία, την ταπεινότητα και την ευγενή άμιλλα. 
Μεταξύ άλλων, η παρουσία της εληάς κατά τις τελετές γονιμότητας των αρχαίων Ελλήνων ήταν κυρίαρχη. 
Χαρακτηριστικό σύμβολο των τελετών αυτών, που χρησιμοποιούνταν στις γιορτές των Πυανεψιών και Θαργηλιών 
στην Αθήνα, ήταν η ειρεσιώνη (από τη λέξη έριο που σημαίνει μαλλί). Η ειρεσιώνη ήταν ένας κλάδος καλλιεργούμενης 
εληάς, περιτυλιγμένος με μικρές μάλλινες ταινίες και φορτωμένος συνήθως με διάφορα φρούτα και καρπούς της 
εποχής, αλλά και άρτους. Ήταν μια εκδήλωση ευχαριστιών προς τους θεούς για την ευφορία της γης, που χάριζε στους 
ανθρώπους τα απαραίτητα αγαθά για τη διατροφή και την επιβίωσή τους. Το κλαδί της εληάς που ήταν αφιερωμένο 
στο θεό Απόλλωνα, δεν επιλεγόταν τυχαία γι’ αυτή την τελετουργία. Η εληά έδινε την εικόνα της αιώνιας βλάστησης 
(θαλερότητας), που δεν επηρεάζεται από την αλλαγή των εποχών. Ήταν η προσδοκία του αέναου, του αειφόρου. 
Ως σύμβολο, η εληά χρησιμοποιήθηκε ακόμη και ως βασικό εξαγνιστικό μέσο. Με κλάδους εληάς προσέφευγαν στα 
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ιερά των θεών οι αιτούντες ικεσία, που ήταν άνθρωποι οι οποίοι είχαν διαπράξει φόνους ή άλλα σοβαρά αδικήματα. 
Ο ικέτης (Εικόνα 3) ζητούσε κατά κάποιον τρόπο άσυλο στους ιερούς βωμούς, γνωρίζοντας ότι εκεί δεν μπορεί κανείς 
να τον πειράξει. Προσέφευγε λοιπόν στα ιερά των θεών κρατώντας την ικετηρία, ένα κλαδί εληάς πάνω στο οποίο είχε 
τυλίξει μαλλί προβάτου, συνήθως λευκό. Άφηνε τον κλάδο εληάς πάνω στο βωμό και περίμενε εκεί για να αποφύγει την 
οργή των συμπολιτών του. Το κλαδί της εληάς παρέμενε πάνω στο βωμό όσο εκκρεμούσε η αίτηση για ικεσία. Όταν 
ο άρχων της πόλης αποδεχόταν την αίτηση ικεσίας, ο ικέτης έπαιρνε από το βωμό τον κλάδο της εληάς και έφευγε, 
περιμένοντας συνήθως να εκδικαστεί η υπόθεσή του από κάποιο δικαστήριο. Ίσως επίσης να ήταν σχετική με τις 
εξαγνιστικές ιδιότητες της εληάς η παράδοση που ήθελε τους ασχολούμενους με την περιποίηση και την καλλιέργειά 
της να είναι αγνοί. Κι’ αυτό γιατί οι αρχαίοι Έλληνες πίστευαν ότι οι εληές έπρεπε να φυτεύονται από παιδιά ή από 
παρθένους και εκείνοι που μετείχαν στη συγκομιδή του ελαιοκάρπου έπρεπε να είναι πιστοί στις συζύγους τους. Για 
αυτούς, η τήρηση του πλαισίου αυτών των ηθικών περιορισμών ήταν άρρηκτα συνδεδεμένη με την εξασφάλιση της 
παραγωγή της επόμενης καλλιεργητικής περιόδου. 
Εικόνα 3. Αναπαράσταση ικέτη.
Β. Παράρτημα χρησιμοποιούμενων διαλυμάτων, υλικών και μέσων
Παρακάτω δίνεται η σύσταση των διαλυμάτων και επιμέρους στοιχεία των υλικών αλλά και των μέσων που 
χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη:
1. Υγρό θρεπτικό υπόστρωμα LB (1 L): 10 g βακτοτρυπτόνη, 5 g εκχύλισμα μαγιάς, 5 g NaCl pH=7,0. Αποστείρωση σε 
αυτόκαυστο (25 λεπτά σε 15 lb/sq in)
2. Στερεό θρεπτικό υπόστρωμα LB-agar (1 L): 10 g βακτοτρυπτόνη, 5 g εκχύλισμα μαγιάς, 15 g Άγαρ, 5 g NaCl pH=7,0. 
Αποστείρωση σε αυτόκαυστο (25 λεπτά σε 15 lb/sq in)
3. Υγρό θρεπτικό μέσο SOΒ (1 L): 20 g βακτοτρυπτόνη, 5 g εκχύλισμα μαγιάς, 0,5 g NaCl, 10 ml 250 mM KCl pH=7,2. 
Αποστείρωση σε αυτόκαυστο (25 λεπτά σε 15 lb/sq in) και στη συνέχεια προσθήκη 5 ml MgCl2 2 M
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




4. Υγρό θρεπτικό μέσο SOC (1 L): Όμοια σύσταση με το υγρό θρεπτικό μέσο SOB (1 L). Αποστείρωση σε αυτόκαυστο 
(25 λεπτά σε 15 lb/sq in)  και στη συνέχεια προσθήκη 20 ml διαλύματος γλυκόζης 1 M 
5. Γονότυπος του στελέχους DH5α του βακτηρίου Escherichia coli: SupE44, ΔlacU169(φ80lacΖΔΜ15), hsdR17, recA1, 
endA1, thi-1 , relA1
6. Πλασμιδιακός φορέας: pBluescript II SK(+) (Εικόνα 4 [α και β]). Η περιοχή του πολυσυνδέτη βρίσκεται μεταξύ των 
ζευγών βάσεων 653 και 760. Ο κωδικός πρόσβασης στην πλήρη νουκλεοτιδική αλληλουχία του φορέα είναι:  X52328 
(GenBank; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X52328)
7. Διάλυμα ομογενοποίησης: 100 mM ΝαCl, 200 mM σουκρόζη, 100 mM Tris-HCl pH=7,4, 50 mM EDTA, 0,5% SDS
8. Διάλυμα ΤΕ: 10 mM Tris-HCl pH=8,0, 1 mM EDTΑ
9. Διάλυμα Ι: 50 mM γλυκόζη, 25 mM Tris-HCl pH=8,0, 10 mM EDTA pH=8,0
10. Διάλυμα ΙΙ: 0,2 N NaOH, 1% SDS
11. Διάλυμα ΙΙΙ: 60 ml 5 M CH3COOK, 11,5 ml CH3COOH (glacial CH3COOH), 28,5 ml dH2O (dH2O: distilled H2O 
[απεσταγμένο H2O])
Σημείωση: Το προκύπτον διάλυμα έχει συγκέντωση 3Μ όσον αφορά το CH3COOK και 5Μ όσον αφορά το CH3COOH
12. Διάλυμα FSB: 10 mM CH3COOK (αραίωση από διάλυμα CH3COOK 1 Μ pH=7,5, ρυθμισμένο με CH3COOH), 45 mM 
MnCl2*4H2O, 10 mM CaCl2*2 H2O, 100 mM KCl, 3 mM Co(NH3)6Cl3, 10% γλυκερόλη. Πραγματοποιείται αποστείρωση 
του διαλύματος με διήθηση σε φίλτρο τυπικής διαμέτρου πόρων 0,45 μm
13. Διάλυμα EDTA 0,5 M pH=8,0 (1 L): Πραγματοποιείται διάλυση 186,1 g disodium ethylenediaminetetra-acetate*2H2O 
σε 800 ml dH2O. Ακολουθεί ρύθμιση του pΗ στο 8,0 με ΝaOH. Ακολουθεί συμπλήρωση με dH2O μέχρι τελικού όγκου 
1 L 
14. Διάλυμα 5X TBE: 54 g Tris-base, 27,5 g H3BO3, 20 ml 0,5 M EDTA pH=8,0
15. Διάλυμα Βρωμιούχου αιθίδιου (Et-Br) (20 mg/ml): 10 ml dH2Ο, 0,2 g Et-Br. 
16. Διάλυμα χρωστικής 6Χ: 0,25% μπλε της βρωμοφαινόλης, 0,25% κυανούν της ξυλόλης, 15% φικόλλη διαλυμένη 
σε dH2O
17. Διάλυμα ουρίας 46,7% w/v (0,5L): 233,5 g ουρίας διαλύονται σε dH2O μέχρι τελικού όγκου 0,5 L. Η διάλυση 
υποβοηθείται με θέρμανση
18. Διάλυμα APS 10% w/v: 1 g υπερθειικού αμμωνίου διαλύεται σε dH2O μέχρι τελικού όγκου 10 ml
19. Διάλυμα ακρυλαμιδίου 50% w/v: 72,5 g Ακρυλαμιδίου και 2,5 g δισ-ακρυλαμιδίου διαλύονται σε dH2O, μέχρι 
τελικού όγκου 150 ml. Η διάλυση υποβοηθείται με θέρμανση. Ακολουθεί διήθηση του διαλύματος σε διηθητικό χαρτί 
βάρους 60 g/m2, ταχύτητας διήθησης 4 sec/10ml και τυπικής διαμέτρου πόρων ›20 μm
20. Διάλυμα χρωστικής Ι (GLB acrylamide): 98% φορμαμίδιο, 10 mM EDTA pH= 8,0, 0,025% μπλε της βρωμοφαινόλης, 
0,025% κυανούν της ξυλόλης
21. Διάλυμα χρωστικής ΙΙ (SSCP Loading Dye): 10 mM NaOH, φορμαμίδιο 98%, 0,05% μπλε της βρωμοφαινόλης και 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ
201
0,05% κυανούν της ξυλόλης
Εικόνα 4. (α) Σχηματική απεικόνιση της δομής του πλασμιδιακού φορέα pBluescript II SK(+), (β) Νουκλεοτιδική αλληλουχία της 
περιοχής του πολυσυνδέτη και των αλληλουχιών-στόχων των ενζύμων περιορισμού της συγκεκριμένης περιοχής 
(Πηγή: http://www.fermentas.com/en/support/technical-reference/phage-plasmid-dna/pbluescriptII)
Γ. Πρωτόκολλα χρήσης των χρησιμοποιούμενων στατιστικών εφαρμογών
Ακολουθεί η παράθεση των πρωτοκόλλων χρήσης των στατιστικών εφαρμογών που χρησιμοποιήθηκαν στην 
παρούσα εργασία.  
POPGENE:
1. Γίνεται εκκίνηση του προγράμματος
*2. Από το μενού ‘‘File’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Load Data’‘ και από το υπομενού του τελευταίου το πεδίο ‘‘Co-Dominant 
Marker Data’‘
3. Εμφανίζεται πλαίσιο διαλόγου. Από το πεδίο του ‘‘Φάκελοι:’‘ επιλέγεται η μονάδα στην οποία έχει αποθηκευθεί η 
μήτρα δεδομένων και από το πεδίο του ‘‘Όνομα αρχείου:’‘ επιλέγεται το επιθυμητό αρχείο δεδομένων (το οποίο έχει 
επέκταση .dat). Η διαδικασία συνεχίζεται με πάτημα του πλήκτρου ‘‘ΟΚ’‘. Στην οθόνη εμφανίζεται η μήτρας εισαγωγής 
δεδομένων
*4. Ακολούθως, από το μενού ‘‘Co-Dominant’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Diploid Data’‘
**5. Εμφανίζεται νέο πλαίσιο διαλόγου. Από την καρτέλα ‘‘Hirarchical Structure’‘, επιλέγεται είτε το πεδίο ‘‘Single 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:36:17 EET - 137.108.70.7
ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ
202
Populations’‘ είτε το πεδίο ‘‘Multiple Populations’‘, ανάλογα με το είδος της διενεργούμενης ανάλυσης. Επιπλέον, από 
την καρτέλα ‘‘Single-locus’‘ επιλέγεται κάθε φορά το πεδίο που περιγράφει το ακριβές είδος της επιθυμητής ανάλυσης. 
Η διαδικασία συνεχίζεται με πάτημα του πλήκτρου ‘‘ΟΚ’‘
6. Εμφανίζεται νέο πλαίσιο διαλόγου, που δίνει τη δυνατότητα επιλογής των γενετικών τόπων που θα συμπεριληφθούν 
στην ανάλυση. Αν είναι επιθυμητή η παρουσία όλων σε αυτή, επιλέγεται το πλήκτρο με την ένδειξη ‘‘Yes’‘, διαφορετικά, 
επιλέγεται το πλήκτρο με την ένδειξη ‘‘No’‘. Στην τελευταία περίπτωση εμφανίζεται νέο πλαίσιο διαλόγου. Από το 
πεδίο του ‘‘Retained Locus’‘ επιλέγονται οι γενετικοί τόποι που θα εξαιρεθούν από την ανάλυση και μεταφέρονται στο 
διπλανό πεδίο ‘‘Removed Locus’‘. Η διαδικασία συνεχίζεται με πάτημα του πλήκτρου ‘‘ΟΚ’‘         
7. Εμφανίζεται νέο πλαίσιο διαλόγου, το οποίο δίνει τη δυνατότητα, αυτή τη φορά, της επιλογής των πληθυσμών 
που θα συμπεριληφθούν στην ανάλυση. Αν είναι επιθυμητή η παρουσία όλων σε αυτή, επιλέγεται το πλήκτρο με την 
ένδειξη ‘‘Yes’‘, διαφορετικά, επιλέγεται το πλήκτρο με την ένδειξη ‘‘No’‘. Στην τελευταία περίπτωση εμφανίζεται και 
πάλι νέο πλαίσιο διαλόγου. Από το πεδίο ‘‘Retained Populations’‘ επιλέγονται οι πληθυσμοί που θα εξαιρεθούν από την 
ανάλυση και μεταφέρονται στο διπλανό πεδίο ‘‘Removed Populations’‘. Η διαδικασία ολοκληρώνεται με πάτημα του 
πλήκτρου ‘‘ΟΚ’‘. Τελικά στην οθόνη εμφανίζονται τα αποτελέσματα της ανάλυσης
Σημειώσεις: 
* Στην περίπτωση χρήσης της στατιστικής εφαρμογής POPGENE για την ανάλυση υπερεχόντων δεικτών μιτοχονδριακού 
γονιδιώματος, στο βήμα 2, από το μενού ‘‘File’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Load Data’‘ και από το υπομενού του τελευταίου το πεδίο 
‘‘Dominant Marker Data’‘. Στο βήμα 4, από το μενού ‘‘Dominant’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Haploid Data’‘ 
** Στην περίπτωση υπολογισμού γενετικών αποστάσεων, από την καρτέλα ‘‘Hirarchical Structure’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Multiple 
Populations’‘. Αντίθετα, στην περίπτωση υπολογισμού διαφόρων δεικτών πολυμορφισμού (π.χ. παρατηρούμενης ή αναμενόμενης 
ετεροζυγωτίας και πραγματικού ή δραστικού αριθμού αλληλομόρφων) ή των συχνοτήτων των αλληλομόρφων των γενετικών 
τόπων, από την καρτέλα ‘‘Hirarchical Structure’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Single Populations’‘  
GENEPOP:
Το πρόγραμμα GENEPOP είναι διαθέσιμο στο διαδίκτυο παρέχοντας τη δυνατότητα on line χρήσης του. Χρησιμοποιήθηκε: 
α) προκειμένου να διερευνηθεί η πιθανότητα ανισορροπίας σύνδεσης μεταξύ των χρησιμοποιούμενων στην 
ανάλυση γενετικών τόπων και β) προκειμένου να γίνει αυτόματη μετατροπή της μήτρας εισαγωγής δεδομένων του 
συγκεκριμένου προγράμματος, σε μήτρα εισαγωγής δεδομένων σε μορφή κατάλληλη για τη στατιστική εφαρμογή 
FSTAT. Στην πρώτη περίπτωση το πρωτόκολλο χρήσης περιλαμβάνει τα εξής βήματα:
1α. Από την αρχική σελίδα του Genepop on the Web και το μενού ‘‘Option’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Linkage Disequilibrium’‘. 
Γίνεται μετάβαση στην επόμενη σελίδα του προγράμματος
2α. Στην εμφανιζόμενη καρτέλα ‘‘Suboptions and Parameters’‘ επιλέγονται τα πεδία ‘‘Test for each pair of loci in each 
population’‘ και ‘‘using the log likelihood ratio statistic’‘
3α. Στην εμφανιζόμενη καρτέλα ‘‘Output Format and Delivery’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘HTML - Plain Text’‘
4α. Στην εμφανιζόμενη καρτέλα ‘‘Input Data’‘ επιλέγεται το πλήκτρο ‘‘Αναζήτηση’‘ και από το πλαίσιο διαλόγου 
‘‘Φόρτωση αρχείου’‘ επιλέγεται το επιθυμητό αρχείο δεδομένων. Η διαδικασία συνεχίζεται με το πάτημα του πλήκτρου 
‘‘Άνοιγμα’‘ και τελειώνει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Submit data’‘. Στην οθόνη του υπολογιστή εμφανίζονται τα 
αποτελέσματα της ανάλυσης
Στη δεύτερη περίπτωση το πρωτόκολλο χρήσης έχει ως εξής:
1β. Από την αρχική σελίδα του Genepop on the Web και το μενού ‘‘Option’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘File Conversion’‘. 
Γίνεται μετάβαση στην επόμενη σελίδα του προγράμματος
2β. Στην εμφανιζόμενη καρτέλα ‘‘Suboptions and Parameters’‘ επιλέγονται διαδοχικά τα πεδία ‘‘GENEPOP format => 
FSTAT (F statistics) format’‘, ‘‘Datatype: Microsatellite’‘, ‘‘Genotypic data: Diploid’‘, ‘‘Recessive (null) allele present?: No’‘ 
και  ‘‘Gametic Phase: Unknown’‘
3β. Στην εμφανιζόμενη καρτέλα ‘‘Output Format and Delivery’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘HTML - Plain Text’‘
4β. Στην εμφανιζόμενη καρτέλα ‘‘Input Data’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘2-Digit Alleles (00-99)’‘. Στη συνέχεια επιλέγεται το 
πλήκτρο ‘‘Αναζήτηση’‘ και από το πλαίσιο διαλόγου ‘‘Φόρτωση αρχείου’‘ επιλέγεται το επιθυμητό αρχείο δεδομένων. 
Η διαδικασία συνεχίζεται με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Άνοιγμα’‘ και τελειώνει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Submit 
data’‘. Στην οθόνη του υπολογιστή εμφανίζεται η νέα μήτρα (πλέον σε μορφή συμβατή με το πρόγραμμα FSTAT) 
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1. Γίνεται εκκίνηση του προγράμματος
2. Επιλέγεται η επιμέρους εφαρμογή ‘‘seqboot.exe’‘. Πληκτρολογείται η διαδρομή που οδηγεί στη μονάδα που είναι 
αποθηκευμένη η μήτρα εισαγωγής δεδομένων, ως εξής: (μονάδα αποθήκευσης): \(όνομα αρχείου).txt. Η διαδικασία 
προχωράει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Στο πλαίσιο διαλόγου που εμφανίζεται εισάγονται οι ακόλουθες 
ρυθμίσεις: α) στο πεδίο D: Gene Frequencies και β) στο πεδίο Α: Yes. Έπειτα, πληκτρολογείται το γράμμα y και η 
διαδικασία προχωράει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Στην εμφανιζόμενη ερώτηση ‘‘Random number seed (must 
be odd)?’‘ εισάγεται ο αριθμός 999. Ακολούθως, πληκτρολογείται το γράμμα r και η διαδικασία προχωράει με το 
πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Επιλέγεται το εικονίδιο ‘‘outfile’‘. Από το νέο πλαίσιο διαλόγου επιλέγεται αρχικά το 
πρόγραμμα ‘‘Σημειωματάριο’‘ - με τη βοήθεια του οποίου θα ανοίξει το αρχείο – και η διαδικασία συνεχίζεται με το 
πάτημα του πλήκτρου ‘‘ΟΚ’‘ του πλαισίου διαλόγου. Στην οθόνη εμφανίζεται το δημιουργηθέν αρχείο με τη μορφή 
.txt. Από το μενού του ‘‘Αρχείο’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Αποθήκευση ως…’‘. Στο νέο πλαίσιο διαλόγου, που εμφανίζεται 
στην οθόνη του υπολογιστή, δίνεται η δυνατότητα στο χρήστη αφενός να ονομάσει το νέο αρχείο και αφετέρου να 
επιλέξει τη μονάδα αποθήκευσής του
3. Επιλέγεται η επιμέρους εφαρμογή ‘‘gendist.exe’‘. Πληκτρολογείται η διαδρομή που οδηγεί στη μονάδα που είναι 
αποθηκευμένο το αρχείο που δημιουργήθηκε με την προηγούμενη επιμέρους εφαρμογή, ‘‘seqboot.exe’‘, ως εξής: 
(μονάδα αποθήκευσης): \(όνομα αρχείου).txt. Η διαδικασία προχωράει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Ακολούθως, 
πληκτρολογείται το γράμμα r και η διαδικασία προχωράει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Εμφανίζεται νέο 
πλαίσιο διαλόγου, στο οποίο εισάγονται οι ακόλουθες ρυθμίσεις: α) στο πεδίο Α: Yes και β) στο πεδίο Μ και στην 
ερώτηση ‘‘How many data sets?’‘: ο αριθμός 100. Έπειτα πληκτρολογείται το γράμμα y και η διαδικασία προχωράει 
με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Επιλέγεται το εικονίδιο ‘‘outfile’‘. Από το νέο πλαίσιο διαλόγου επιλέγεται αρχικά 
το πρόγραμμα ‘‘Σημειωματάριο’‘ - με τη βοήθεια του οποίου θα ανοίξει το αρχείο – και η διαδικασία συνεχίζεται με το 
πάτημα του πλήκτρου ‘‘ΟΚ’‘ του πλαισίου διαλόγου. Στην οθόνη εμφανίζεται το δημιουργηθέν αρχείο με τη μορφή 
.txt. Από το μενού του ‘‘Αρχείο’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Αποθήκευση ως…’‘. Στο νέο πλαίσιο διαλόγου, που εμφανίζεται 
στην οθόνη του υπολογιστή, δίνεται η δυνατότητα στο χρήστη να ονομάσει το νέο αρχείο και να επιλέξει τη μονάδα 
αποθήκευσής του
4. Επιλέγεται η επιμέρους εφαρμογή ‘‘neighbor.exe’‘. Πληκτρολογείται η διαδρομή που οδηγεί στη μονάδα που είναι 
αποθηκευμένο το αρχείο που δημιουργήθηκε με την προηγούμενη επιμέρους εφαρμογή, ‘‘gendist.exe’‘, ως εξής: 
(μονάδα αποθήκευσης): \(όνομα αρχείου).txt. Η διαδικασία προχωράει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Ακολούθως, 
πληκτρολογείται το γράμμα r και η διαδικασία προχωράει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Εμφανίζεται νέο πλαίσιο 
διαλόγου, στο οποίο εισάγονται οι ακόλουθες ρυθμίσεις: α) στο πεδίο N: UPGMA και β) στο πεδίο Μ και στην ερώτηση 
‘‘How many data sets?’‘: ο αριθμός 100. Μετά το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘, εμφανίζεται πάλι η ερώτηση ‘‘Random 
number seed (must be odd)?’‘, στην οποία εισάγεται πάλι ο αριθμός 999. Έπεται το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Η 
διαδικασία προχωρά με την πληκτρολόγηση του γράμματος y και το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Πληκτρολογείται 
εκ νέου το γράμμα r και η διαδικασία τελειώνει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Επιλέγεται το εικονίδιο ‘‘outtree’‘. 
Από το νέο πλαίσιο διαλόγου επιλέγεται αρχικά το πρόγραμμα ‘‘Σημειωματάριο’‘ - με τη βοήθεια του οποίου θα 
ανοίξει το αρχείο – και η διαδικασία συνεχίζεται με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘ΟΚ’‘ του πλαισίου διαλόγου. Στην οθόνη 
εμφανίζεται το δημιουργηθέν αρχείο με τη μορφή .txt. Από το μενού του ‘‘Αρχείο’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Αποθήκευση 
ως…’‘. Στο νέο πλαίσιο διαλόγου, που εμφανίζεται στην οθόνη του υπολογιστή, δίνεται η δυνατότητα στο χρήστη 
αφενός να ονομάσει το νέο αρχείο και αφετέρου να επιλέξει τη μονάδα αποθήκευσής του
5. Επιλέγεται η επιμέρους εφαρμογή ‘‘consense.exe’‘. Πληκτρολογείται η διαδρομή που οδηγεί στη μονάδα που είναι 
αποθηκευμένο το αρχείο που δημιουργήθηκε με την προηγούμενη επιμέρους εφαρμογή, ‘‘neighbor.exe’‘, ως εξής: 
(μονάδα αποθήκευσης): \(όνομα αρχείου).txt. Η διαδικασία προχωράει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Ακολούθως, 
πληκτρολογείται το γράμμα r και η διαδικασία προχωράει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Εμφανίζεται νέο 
πλαίσιο διαλόγου, στο οποίο εισάγεται η παρακάτω ρύθμιση: α) στο πεδίο R: Yes. Η διαδικασία προχωρά με την 
πληκτρολόγηση του γράμματος y και το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Πληκτρολογείται εκ νέου το γράμμα r και 
η διαδικασία τελειώνει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Επιλέγεται το εικονίδιο ‘‘outtree’‘. Από το νέο πλαίσιο 
διαλόγου επιλέγεται αρχικά το πρόγραμμα ‘‘Σημειωματάριο’‘ - με τη βοήθεια του οποίου θα ανοίξει το αρχείο - και 
η διαδικασία συνεχίζεται με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘ΟΚ’‘ του πλαισίου διαλόγου. Στην οθόνη εμφανίζεται το 
δημιουργηθέν αρχείο με τη μορφή .txt. Από το μενού του ‘‘Αρχείο’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Αποθήκευση ως…’‘. Στο νέο 
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πλαίσιο διαλόγου, που εμφανίζεται στην οθόνη του υπολογιστή, δίνεται η δυνατότητα στο χρήστη να ονομάσει το νέο 
αρχείο και να επιλέξει τη μονάδα αποθήκευσής του
6. Το τελευταίο βήμα της ανάλυσης εμπεριέχει την προσπάθεια οπτικοποίησης των αποτελεσμάτων. Για το σκοπό 
αυτό χρησιμοποιείται η εφαρμογή TREEVIEW. Αφού πραγματοποιηθεί εκκίνηση της εφαρμογής, από το μενού ‘‘File’‘ 
επιλέγεται το πεδίο ‘‘Open’‘. Από το πλαίσιο διαλόγου το οποίο εμφανίζεται, πραγματοποιείται διερεύνηση των μονάδων 
αποθήκευσης του υπολογιστή προκειμένου να βρεθεί η θέση του επιθυμητού αρχείου .txt, το οποίο δημιουργήθηκε 
με την επιμέρους εφαρμογή του PHYLIP ‘‘consense.exe’‘. Αφού βρεθεί το επιθυμητό αρχείο, επιλέγεται. Η διαδικασία 
τελειώνει με την επιλογή του πλήκτρου ‘‘Άνοιγμα’‘ του πλαισίου διαλόγου και στην οθόνη του υπολογιστή προβάλλει 
πλέον το δενδρόγραμμα που κατασκευάστηκε. Για να εμφανιστούν οι τιμές ‘‘bootstrap’‘ στους κόμβους του, από το 
μενού ‘‘Tree’‘ του προγράμματος TREEVIEW επιλέγεται το πεδίο ‘‘Show internal edge labels’‘
Σημείωση: Οι αλλαγές στα διάφορα πεδία του προγράμματος PHYLIP γίνονται πρώτα με την πληκτρολόγηση του κεφαλαίου 
γράμματος που βρίσκεται στην αρχή κάθε πεδίου και ακολούθως με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Enter’‘. Η διαδικασία αυτή 
επαναλαμβάνεται διαδοχικά, τόσες φορές όσες απαιτεί η εμφάνιση της επιθυμητής ρύθμισης στο κάθε πεδίο
STRUCTURE
 
1. Γίνεται εκκίνηση του προγράμματος 
2. Από το μενού ‘‘File’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘New Project…’‘
3. Εμφανίζεται πλαίσιο διαλόγου τεσσάρων βημάτων. Στο πρώτο βήμα γίνονται τα εξής: α) στο πεδίο ‘‘Name the 
project’‘ πληκτρολογείται από το χρήστη το όνομα του φακέλου που θα φέρει το σύνολο των πληροφοριών της 
διενεργούμενης ανάλυσης, β) από το πλήκτρο ‘‘Browse’‘, το οποίο βρίσκεται δίπλα στο πεδίο ‘‘Select directory’‘, 
επιλέγεται ο προορισμός αποθήκευσης του φακέλου και τέλος γ) από το πλήκτρο ‘‘Browse’‘, το οποίο βρίσκεται δίπλα 
στο πεδίο ‘‘Choose data file’‘, επιλέγεται η μήτρα εισαγωγής δεδομένων, από εκείνη τη μονάδα αποθήκευσης στην 
οποία αυτή βρίσκεται. Η διαδικασία συνεχίζεται με την επιλογή του πλήκτρου ‘‘Νext’‘ του πλαισίου διαλόγου
4. Στο επόμενο βήμα, τα δεύτερο κατά σειρά, γίνονται τα εξής: α) στο πεδίο ‘‘Number of individuals’‘ πληκτρολογείται 
ο ακριβής αριθμός των ατόμων που χρησιμοποιούνται στην ανάλυση, β) στο πεδίο ‘‘Ploidy of data’‘ πληκτρολογείται 
ο αριθμός που αντιστοιχεί στο βαθμό πλοειδίας της μήτρας εισαγωγής δεδομένων, γ) στο πεδίο ‘‘Number of loci’‘ 
πληκτρολογείται ο ακριβής αριθμός των γενετικών τόπων που χρησιμοποιούνται στην ανάλυση και τέλος δ) στο 
πεδίο ‘‘Missing data value’‘ πληκτρολογείται ο τρόπος που έχουν καταχωρηθεί στη μήτρα εισαγωγής δεδομένων τα 
πληροφοριακά κενά (στην παρούσα μελέτη με -9). Η διαδικασία συνεχίζεται με την επιλογή του πλήκτρου ‘‘Νext’‘ του 
πλαισίου διαλόγου
5. Στο επόμενο βήμα, τα τρίτο κατά σειρά, επιλέγονται τα εξής πεδία: α) ‘‘Row of marker names’‘ και β) ‘‘Data file 
stores data for individuals in a single line’‘. Η διαδικασία συνεχίζεται με την επιλογή του πλήκτρου ‘‘Νext’‘ του πλαισίου 
διαλόγου
6. Στο τέταρτο και τελευταίο βήμα επιλέγονται τα εξής πεδία: α) ‘‘Individual ID for each individual’‘, β) ‘‘ Putative 
population origin for each individual’‘ και γ) ‘‘USEPOPINFO selection flag’‘. Η διαδικασία τελειώνει με την επιλογή του 
πλήκτρου ‘‘Finish’‘ του πλαισίου διαλόγου
7. Προκύπτει νέο πλαίσιο διαλόγου, στο οποίο απλά επιλέγεται το πλήκτρο ‘‘Proceed’‘. Στην οθόνη του υπολογιστή 
εμφανίζεται πλέον η επιτυχής εισαγωγή της μήτρας δεδομένων στο πρόγραμμα. Η ρύθμιση των παραμέτρων της 
ανάλυσης αρχίζει από αυτό το σημείο και κάτω. Από το μενού ‘‘Parameter set’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘New…’‘. Ακολουθεί 
η εμφάνιση νέου πλαισίου διαλόγου. Στην καρτέλα αυτού ‘‘Run Length’‘ περιέχονται τα πεδία ‘‘Length of Burnin Period’‘ 
και ‘‘Number of MCMC Reps after Burnin’‘. Πληκτρολογείται και στα δύο ο αριθμός 50.000. Γίνεται μετάβαση στην 
επόμενη καρτέλα ‘‘Ancestry model’‘, όπου επιλέγεται το πεδίο ‘‘No Admixture Model’‘. Τέλος, γίνεται μετάβαση στην 
επόμενη καρτέλα ‘‘Allele Frequency Model’‘, όπου επιλέγεται το πεδίο ‘‘Allele Frequency Correlated’‘. Η διαδικασία 
συνεχίζεται με την επιλογή του πλήκτρου ‘‘ΟΚ’‘ του πλαισίου διαλόγου. Από το πρόγραμμα ζητείται αυτομάτως, σε νέο 
πλαίσιο διαλόγου, η ονομασία του συγκεκριμένου σετ παραμέτρων. Η διαδικασία τελειώνει με την πληκτρολόγηση 
του ονόματος που επιθυμεί ο χρήστης και την επιλογή του πλήκτρου ‘‘ΟΚ’‘ του πλαισίου
8. Από το μενού ‘‘Parameter set’‘ επιλέγεται αυτή τη φορά το πεδίο ‘‘Run’‘. Από το πρόγραμμα ζητείται αυτομάτως, σε 
νέο πλαίσιο διαλόγου, ο ορισμός αριθμού υφιστάμενων υποπληθυσμών. Η διαδικασία τελειώνει με την πληκτρολόγηση 
του επιθυμητού αριθμού και την επιλογή του πλήκτρου ‘‘ΟΚ’‘ του πλαισίου και μπορεί να επαναληφθεί όσες φορές το 
επιθυμεί ο χρήστης με τις ίδιες ή διαφορετικές παραμέτρους 
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Σημείωση: Στο φάκελο του προγράμματος ‘‘Results’‘ εμφανίζονται όλα τα σετ δοκιμών που έχουν διενεργηθεί. Η οπτικοποίηση του 
αποτελέσματος μιας συγκεκριμένης δοκιμής γίνεται αρχικά με την επιλογή της (εμφανίζεται στο αριστερό μέρος της οθόνης) και 
ακολούθως με την επιλογή του πεδίου ‘‘Show’‘ του μενού ‘‘Bar plot’‘ (εμφανίζεται στο πάνω δεξιό μέρος της οθόνης)    
GENALEX
1. Γίνεται εκκίνηση του προγράμματος
2. Στο εμφανιζόμενο πλαίσιο διαλόγου επιλέγεται το πλήκτρο ‘‘Ενεργοποίηση μακροεντολών’‘
3. Από το μενού ‘‘GenAlEx’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Import Data’‘ και το υπομενού του ‘‘GenePop…’‘. Στο πλαίσιο διαλόγου 
που ακολουθεί, απλά επιλέγεται το πλήκτρο ‘‘ΟΚ’‘. Εμφανίζεται νέο πλαίσιο διαλόγου που δίνει τη δυνατότητα εύρεσης 
της μήτρας εισαγωγής δεδομένων, επιλογής της και τελικά φόρτωσής της στην εφαρμογή από το πλήκτρο ‘‘Άνοιγμα’‘. 
Μόλις αυτό το βήμα ολοκληρωθεί, εμφανίζεται στην οθόνη η επιτυχής εισαγωγή των δεδομένων στο πρόγραμμα. 
Ζητείται άμεσα, σε νέο πλαίσιο διαλόγου, η ονομασία του αρχείου που θα φέρει το σύνολο των δεδομένων της 
ανάλυσης που πρόκειται να διενεργηθεί, καθώς και η επιλογή του προορισμού αποθήκευσής του. Έτσι, επιλέγεται 
η μονάδα αποθήκευσης του αρχείου και πληκτρολογείται το όνομά του. Η διαδικασία προχωρά με την επιλογή του 
πλήκτρου ‘‘Αποθήκευση’‘ του πλαισίου διαλόγου
4. Από το μενού ‘‘GenAlEx’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘AMOVA…’‘. Στα δύο πλαίσια διαλόγου που ακολουθούν απλά 
επιλέγεται το πλήκτρο ‘‘ΟΚ’‘. Εμφανίζεται τρίτο κατά σειρά πλαίσιο διαλόγου, στο οποίο επιπλέον επιλέγεται το πεδίο 
‘‘Output Pairwise PhiPT Matrix’‘. Η διαδικασία προχωρά με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘ΟΚ’‘ του πλαισίου διαλόγου. 
Στην οθόνη εμφανίζεται η παραγόμενη PhiPT μήτρα αποστάσεων
5. Από το μενού ‘‘GenAlEx’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘PCA’‘. Στο πλαίσιο διαλόγου που ακολουθεί, επιλέγεται το πλήκτρο 
‘‘ΟΚ’‘. Το τέλος της διαδικασίας της ανάλυσης βρίσκει την εφαρμογή να εμφανίζει στην οθόνη του υπολογιστή το 
διάγραμμα Ανάλυσης Κυρίων Συνιστωσών (PCA)
Σημείωση:
Η εφαρμογή GENALEX χρησιμοποιείται για την μετατροπή της δικής της μήτρας εισαγωγής δεδομένων, σε μήτρα κατάλληλης 
μορφής για την εφαρμογή STRUCTURE. Τα βήματα αυτής της διαδικασίας είναι τα εξής:
1, 2 και 3, όμοια με παραπάνω
4. Από το μενού ‘‘GenAlEx’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Export Data’‘ και το υπομενού του ‘‘Structure’‘. Στo πλαίσιο διαλόγου που ακολουθεί, 
απλά επιλέγεται το πλήκτρο ‘‘ΟΚ’‘. Ζητείται άμεσα, σε νέο πλαίσιο διαλόγου, η ονομασία του αρχείου που θα φέρει τη νέα μήτρα 
που πρόκειται να δημιουργηθεί, καθώς και η επιλογή του προορισμού αποθήκευσής του. Έτσι, επιλέγεται η μονάδα αποθήκευσης 
του αρχείου και πληκτρολογείται το όνομά του. Η διαδικασία προχωρά με την επιλογή του πλήκτρου ‘‘Αποθήκευση’‘ του πλαισίου 
διαλόγου. Το αρχείο αυτό, το οποίο ανοίγει με το πρόγραμμα ‘‘Σημειωματάριο’‘, περιέχει τη μήτρα εισαγωγής δεδομένων του 
προγράμματος STRUCTURE
FSTAT
Το πρόγραμμα FSTAT χρησιμοποιήθηκε: α) προκειμένου να υπολογιστούν οι τιμές FST για κάθε ζεύγος μεταξύ του 
συνόλου των δειγμάτων και β) προκειμένου να προσδιοριστεί η στατιστική σημαντικότητα της πληθυσμιακής 
διαφοροποίησης τους. Στην πρώτη περίπτωση το πρωτόκολλο χρήσης περιλαμβάνει τα εξής:
1. Την εκκίνηση του προγράμματος
2. Από το μενού ‘‘File’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Open’‘. Από το πλαίσιο διαλόγου που εμφανίζεται, δίνεται η δυνατότητα 
εύρεσης της μήτρας εισαγωγής δεδομένων, επιλογής της και τελικά φόρτωσής της στην εφαρμογή από το πλήκτρο 
‘‘Άνοιγμα’‘ του πλαισίου διαλόγου
3. Έπειτα, στην καρτέλα ‘‘Global statistics’‘ του προγράμματος επιλέγεται το πεδίο ‘‘FST per pair of samples’‘
4. Η διαδικασία τελειώνει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Run’‘. Στο φάκελο από τον οποίο η μήτρα ανοίχθηκε και 
φορτώθηκε στην εφαρμογή, αποθηκεύεται αυτόματα αρχείο της μορφής .fst, το οποίο περιέχει τις τιμές FST μεταξύ 
του συνόλου των δειγμάτων
Στη δεύτερη περίπτωση το πρωτόκολλο χρήσης έχει ως ακολούθως:
1. Γίνεται εκκίνηση του προγράμματος
2. Από το μενού ‘‘File’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Open’‘. Από το πλαίσιο διαλόγου που εμφανίζεται, δίνεται η δυνατότητα 
εύρεσης της μήτρας εισαγωγής δεδομένων, επιλογής της και τελικά φόρτωσής της στην εφαρμογή από το πλήκτρο 
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‘‘Άνοιγμα’‘ του πλαισίου διαλόγου
3. Έπειτα, από την καρτέλα ‘‘Testing’‘ του προγράμματος επιλέγεται το πεδίο ‘‘Pairwise tests of differentiation’‘ και από 
την καρτέλα ‘‘Nominal level for multiple tests’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘1/1000’‘ 
4. Η διαδικασία τελειώνει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Run’‘. Στο φάκελο από τον οποίο η μήτρα ανοίχθηκε και 
φορτώθηκε στην εφαρμογή, αποθηκεύεται αυτόματα αρχείο με επέκταση –pp.pvl, στο οποίο προσδιορίζεται η 
στατιστική σημαντικότητα της πληθυσμιακής διαφοροποίησης των δειγμάτων. Η στατιστική σημαντικότητα δίνεται 
μετά από διόρθωση κατά Bonferroni και για επίπεδα 0,1%, 1% και 5% 
Σημείωση: Η μήτρα εισαγωγής δεδομένων για το πρόγραμμα FSTAT πρέπει, για να φορτωθεί επιτυχώς σ΄ αυτό, να μετατραπεί 
από αρχείο της μορφής .txt σε αρχείο της μορφής .dat. Αυτή η μετατροπή πραγματοποιείται με απλή αλλαγή της επέκτασης .txt, 
σε επέκταση .dat
BOTTLENECK
1. Γίνεται εκκίνηση του προγράμματος
2. Από την  καρτέλα ‘‘Options_Mutation model’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Ι.Α.Μ.’‘
3. Από την  καρτέλα ‘‘Options_Statistical Tests’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Wilcoxon sign rank test’‘
4. Από την καρτέλα ‘‘Options’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Mode-shift’‘
5. Ακολούθως, από την  καρτέλα ‘‘Data’‘ επιλέγεται το πλήκτρο ‘‘Add data file’‘. Από το πλαίσιο διαλόγου που 
εμφανίζεται, δίνεται η δυνατότητα εύρεσης της μήτρας εισαγωγής δεδομένων, επιλογής της και τελικά φόρτωσής της 
στην εφαρμογή από το πλήκτρο ‘‘Άνοιγμα’‘ του πλαισίου διαλόγου
6. Η διαδικασία τελειώνει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘GO!’‘ και στην οθόνη εμφανίζονται τα αποτελέσματα της 
ανάλυσης. Επιλέγοντας το πλήκτρο ‘‘Save results as text file’‘, δίνεται στο χρήστη η δυνατότητα να επιλέξει το όνομα 
του αρχείου των αποτελεσμάτων, καθώς και τον προορισμό αποθήκευσής του 
GENECLASS
1. Γίνεται εκκίνηση του προγράμματος
2. Επιλέγεται το πλήκτρο ‘‘Open’‘, που βρίσκεται δίπλα στο πεδίο ‘‘Reference populations:’‘. Από το πλαίσιο διαλόγου 
που εμφανίζεται, δίνεται η δυνατότητα εύρεσης της επιθυμητής μήτρας εισαγωγής δεδομένων, επιλογής της και 
τελικά φόρτωσής της στην εφαρμογή από το πλήκτρο ‘‘Άνοιγμα’‘ του πλαισίου διαλόγου
3. Επαναλαμβάνεται το προηγούμενο βήμα, επιλέγοντας αυτή τη φορά το πλήκτρο ‘‘Open’‘ που βρίσκεται δίπλα στο 
πεδίο ‘‘Samples to be assigned:’‘.
*4. Από την καρτέλα ‘‘Application’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Assign/Exclude population as origin of individuals’‘. Ακολούθως, 
από την καρτέλα ‘‘Assign’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Individuals’‘
5. Η ανάλυση αρχίζει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Start’‘. Στην οθόνη του υπολογιστή και στην καρτέλα ‘‘Results’‘ 
εμφανίζονται άμεσα τα αποτελέσματά της
*Σημείωση: Σε περίπτωση που είναι επιθυμητή η ταυτοποίηση των δειγμάτων της ανάλυσης με τους ορισθέντες υποπληθυσμούς 
προέλευσής τους, τότε ακολουθείται η ίδια πορεία που περιγράφηκε παραπάνω με την εξής και μόνη διαφοροποίηση: στο βήμα 4, 
από την καρτέλα ‘‘Assign’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Groups of individuals’‘
     
SPSS
Η εφαρμογή αυτή χρησιμοποιείται: α) για τη διενέργεια ανάλυσης MDS και β) για τη διενέργεια ανάλυσης One-way 
ANOVA. Η πρώτη περίπτωση περιλαμβάνει τα εξής:
1. Την εκκίνηση του προγράμματος
2. Ακολουθεί η καταχώρηση των δεδομένων εισαγωγής, όπως περιγράφεται στην § 2.5, του παραρτήματος Ε 
3. Από το μενού ‘‘Analyze’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Scale’‘ και ακολούθως το υπομενού του ‘‘Multidimensional Scaling 
(ALSCAL…)’‘
4. Εμφανίζεται πλαίσιο διαλόγου, το οποίο μεταξύ άλλων περιέχει τους πληθυσμούς που συμπεριλαμβάνονται στην 
ανάλυση. Με πατημένο το πλήκτρο ‘‘Ctrl’‘ του υπολογιστή επιλέγονται οι συγκεκριμένοι πληθυσμοί. Με το πάτημα 
του πλήκτρου που φέρει ως σύμβολό του αιχμή βέλους, οι επιλεγμένοι πληθυσμοί μεταφέρονται στο διπλανό πεδίο 
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5. Έπειτα, από την  καρτέλα ‘‘Distances’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Shape…’‘. Εμφανίζεται νέο πλαίσιο διαλόγου, στο οποίο 
επιλέγεται το πεδίο ‘‘Squαre symmetric’‘. Η συνέχιση της διαδικασίας γίνεται με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Continue’‘
6. Ακολουθεί το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Model’‘. Στο νέο πλαίσιο διαλόγου που εμφανίζεται, από την καρτέλα ‘‘Level of 
Measurement’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Ordinal’‘, από την καρτέλα ‘‘Conditionality’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Matrix’‘, από την 
καρτέλα ‘‘Scaling Model’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Euclidean distance’‘ και τέλος στην καρτέλα ‘‘Dimensions’‘ καταχωρείται 
τόσο στο πεδίο ‘‘Minimum:’‘ όσο και στο πεδίο ‘‘Maximum:’‘ ο αριθμός 2. Η διαδικασία συνεχίζεται με το πάτημα του 
πλήκτρου ‘‘Continue’‘
7. Ακολουθεί η επιλογή του πλήκτρου ‘‘Options’‘. Στο νέο πλαίσιο διαλόγου που εμφανίζεται, από την καρτέλα ‘‘Display’‘ 
επιλέγoνται τα εξής πεδία: ‘‘Group plots’‘, ‘‘Individual subject plots’‘, ‘‘Data matrix’‘ και ‘‘Model and options summary’‘. Η 
διαδικασία συνεχίζεται με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Continue’‘
8. Η ανάλυση τελειώνει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘ΟΚ’‘ του βασικού πλαισίου διαλόγου της εφαρμογής. Στην οθόνη 
του υπολογιστή εμφανίζονται πλέον τα αποτελέσματα της ανάλυσης   
Στη δεύτερη περίπτωση το πρωτόκολλο χρήσης έχει ως εξής: 
1. Γίνεται εκκίνηση του προγράμματος
2. Ακολουθεί η καταχώρηση των δεδομένων εισαγωγής, όπως περιγράφεται στην § 3.8, του παραρτήματος Ε 
3. Από το μενού ‘‘Analyze’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Compare Means’‘ και ακολούθως το υπομενού του ‘‘One-Way ANOVA’‘
4. Το εμφανιζόμενο πλαίσιο διαλόγου αριστερά περιέχει τα πεδία ‘‘Groups’‘, ‘‘Locus’‘ και ‘‘Standardized Ln RH’‘. 
Επιλέγεται το πεδίο ‘‘Locus’‘ και με το πάτημα του πλήκτρου που φέρει ως σύμβολό του αιχμή βέλους, μεταφέρεται 
στο διπλανό πεδίο ‘‘Factor:’‘. Ακολούθως, επιλέγεται το πεδίο ‘‘Standardized Ln RH’‘ και με το πάτημα του πλήκτρου 
που φέρει ως σύμβολό του αιχμή βέλους, μεταφέρεται στο διπλανό πεδίο ‘‘Dependent List:’‘
5. Έπειτα, επιλέγεται το πλήκτρο ‘‘Post Hoc’‘ για την τυχόν ανεύρεση σημαντικά στατιστικών διαφορών μεταξύ του 
συνόλου των γενετικών τόπων, πραγματοποιώντας πολλαπλές μεταξύ τους συγκρίσεις (Post Hoc Tests). Στο νέο 
πλαίσιο διαλόγου που εμφανίζεται, από την καρτέλα ‘‘Equal Variances Assumed’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘LSD’‘ (Post Hoc 
Fisher’s Least Significant Difference test). Η διαδικασία συνεχίζεται με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Continue’‘
6. Ακολούθως, επιλέγεται το πλήκτρο ‘‘Options’‘. Στο νέο πλαίσιο διαλόγου που εμφανίζεται, από την καρτέλα 
‘‘Statistics’‘ επιλέγονται τα εξής πεδία: ‘‘Descriptive’‘, ‘‘Homogeneity of variance test’‘ και ‘‘Welch’‘. Επίσης, επιλέγεται 
το πεδίο ‘‘Means plot’‘ του πλαισίου διαλόγου και η διαδικασία συνεχίζεται με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘Continue’‘
7. Η ανάλυση τελειώνει με το πάτημα του πλήκτρου ‘‘ΟΚ’‘ του βασικού πλαισίου διαλόγου της εφαρμογής. Στην οθόνη 
του υπολογιστή εμφανίζονται πλέον τα αποτελέσματα της ανάλυσης  
            
POPULUS
1. Γίνεται εκκίνηση του προγράμματος
2. Από το μενού ‘‘Model’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘Natural Selection’‘ και ακολούθως το υπομενού του ‘‘Selection on a 
Multi-Allelic Locus’‘
*3. Εμφανίζεται πλαίσιο διαλόγου του προγράμματος, στου οποίου την καρτέλα ‘‘Plot Type’‘ επιλέγεται το πεδίο ‘‘p 
vs t’‘. Στο πεδίο ‘‘Genarations=‘‘, του ίδιου πλαισίου διαλόγου, πληκτρολογείται ο επιθυμητός αριθμός γενεών για τον 
οποίο θα διενεργηθεί η προσομοίωση. Στον πίνακα εισαγωγής δεδομένων, που επισυνάπτεται στην αρχική εφαρμογή, 
καταχωρείται (στα αριστερά) η συχνότητα του κάθε αλληλομόρφου του προς ανάλυση γενετικού τόπου και επίσης (στα 
δεξιά), σε ορθογώνια μήτρα, η σχετική αρμοστικότητα όλων των πιθανών συνδυασμών γονοτύπων που προκύπτουν 
για τον τόπο αυτό 
4. Τέλος, επιλέγοντας το πλήκτρο ‘‘View’‘, εμφανίζονται στην οθόνη τα αποτελέσματα της ανάλυσης     
*Σημειώσεις: α) σε περίπτωση που οι θέσεις καταχώρησης δεδομένων στον επισυναπτόμενο πίνακα δεν επαρκούν, τότε μπορούν 
να προστεθούν διαδοχικά και άλλες με το πάτημα κάθε φορά του πλήκτρου ‘‘Add Allele’‘ του πλαισίου διαλόγου της εφαρμογής και 
β) για να υπολογισθούν οι σχετικές αρμοστικότητες για τον καθένα γονότυπο ενός συγκεκριμένου γενετικού τόπου, απαιτούνται 
τα εξής βήματα:
β.1. Αρχικά, ο υπολογισμός της αρμοστικότητας του κάθε γονοτύπου. Αυτός προκύπτει από το λόγο του αριθμού των ατόμων ενός 
πληθυσμού που φέρουν το συγκεκριμένο γονότυπο, προς τον αριθμό των ατόμων του ίδιου πληθυσμού που θεωρητικά αναμένεται 
να τον φέρουν, βάσει της ισορροπίας του πληθυσμού κατά Hardy-Weinberg (δηλαδή: παρατηρούμενοι γονότυποι/αναμενόμενοι 
γονότυποι)
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β.2. Ακολούθως, ο υπολογισμός της σχετικής αρμοστικότητας όλων ξεχωριστά των γονοτύπων, που δεν είναι άλλο από την 
κανονικοποιημένη μορφή των αρμοστικοτήτων που περιγράφηκαν παραπάνω. Η κανονικοποίηση του συνόλου των αρμοστικοτήτων, 
ως προς μία οποιαδήποτε τιμή αρμοστικότητας, προκύπτει από τη διαίρεσή τους με την τιμή αυτή. Έτσι, οι σχετικές αρμοστικότητες 
των γονοτύπων κανονικοποιούνται ως προς την αρμοστικότητα του επιλεγόμενου γονοτύπου (του οποίου προφανώς η σχετική 
αρμοστικότητα αποκτά τιμή ίση με 1)      
CoNe:
Η στατιστική εφαρμογή CoNe χρησιμοποιεί το λειτουργικό σύστημα MS-DOS (MicroSoft-Disk Operating System), 
το οποίο είναι λειτουργικό σύστημα με περιβάλλον γραμμής εντολών. Το πρωτόκολλο χρήσης της συγκεκριμένης 
στατιστικής εφαρμογής περιλαμβάνει τα παρακάτω βήματα:
1. Από το μενού ‘‘Έναρξη’‘ του ηλεκτρονικού υπολογιστή επιλέγεται το πεδίο ‘‘Όλα τα προγράμματα’‘, ακολούθως, 
το πεδίο ‘‘Βοηθήματα’‘ και τέλος το πεδίο ‘‘Γραμμή εντολών’‘. Αυτές οι ενέργειες ανοίγουν ένα περιβάλλον γραμμής 
εντολών, όπου εκεί θα πληκτρολογηθεί το σύνολο αυτών 
2. Ακολούθως, πραγματοποιείται αλλαγή καταλόγου προς την κατεύθυνση του φακέλου του προγράμματος ‘‘CoNe’‘, 
ο οποίος έχει εξαρχής τοποθετηθεί στο κορυφαίο επίπεδο της εσωτερικής μονάδας αποθήκευσης C του ηλεκτρονικού 
υπολογιστή. Αυτή η αλλαγή κατεύθυνσης διενεργείται με την πληκτρολόγηση της εντολής ‘‘cd CoNe’‘ στην ανοιχτή 
γραμμή εντολών της εφαρμογής
3. Έπειτα, πληκτρολογείται η εντολή ‘‘dir’‘ προκειμένου να αποκαλυφθεί το περιεχόμενου του καταλόγου ‘‘CoNe’‘. 
Τότε, εμφανίζεται μία λίστα η οποία περιλαμβάνει μεταξύ άλλων και τον υποκατάλογο ‘‘test’‘, εντός του οποίου 
έχουν εξαρχής μεταφερθεί οι δημιουργούμενες μήτρες εισαγωγής δεδομένων (σε μορφή αρχείου .txt) (βλ. § 1.8, του 
παραρτήματος Ε)
4. Προκειμένου να πραγματοποιηθεί εκ νέου αλλαγή, αυτή τη φορά προς την κατεύθυνση του υποκαταλόγου ‘‘test’‘, 
πληκτρολογείται η εντολή ‘‘cd test’‘ στην ανοιχτή γραμμή εντολών της εφαρμογής 
5. Για να πραγματοποιηθεί η αποκάλυψη του περιεχομένου του υποκαταλόγου ‘‘test’‘, πληκτρολογείται και πάλι η 
εντολή ‘‘dir’‘ στην ανοιχτή γραμμή εντολών της εφαρμογής
6. Για να εκτελεστεί η στατιστική εφαρμογή, είναι απαραίτητη διαδικασία να εκτελεστεί το αρχείο της ‘‘cone.exe’‘. Το 
συγκεκριμένο αρχείο βρίσκεται εντός του φακέλου ‘‘PC’‘, ο οποίος με τη σειρά του βρίσκεται εντός του υποκαταλόγου 
‘‘bin’‘ της εφαρμογής. Έτσι, πληκτρολογείται η εντολή ‘‘..\bin\PC\cone.exe’‘ στην ανοιχτή γραμμή εντολών της 
εφαρμογής, η οποία και οδηγεί τελικά στην εκτέλεση του αρχείου ενδιαφέροντος. Στη φάση αυτή ανοίγει ένα μήνυμα 
σφάλματος [error message], το οποίο στην ουσία απαιτεί την εισαγωγή κάποιων επιπλέον δεδομένων προκειμένου να 
ολοκληρωθεί η ανάλυση της συγκεκριμένης στατιστικής εφαρμογής
7. Σύμφωνα με τα προηγούμενα, πρέπει να εισαχθούν τα παρακάτω ορίσματα στην ανοιχτή γραμμή εντολών της 
εφαρμογής: α) το όνομα του αρχείου [file name] της μήτρας εισαγωγής δεδομένων (που είναι σε μορφή αρχείου 
.txt όπως έχει ήδη αναφερθεί), β) ο αριθμός [α1] των γενεών που παρεμβάλλονται μεταξύ των δύο εξεταζόμενων 
πληθυσμιακών δειγμάτων, γ) ο ελάχιστος [α2] και ο μέγιστος [α3] αριθμός Ne καθώς και το μέγεθος του βήματος [α4] 
- μεταξύ των τιμών του Ne - που θα χρησιμοποιηθεί κατά τη διενέργεια της ανάλυσης, δ) ο αριθμός των Monte Carlo 
επαναλήψεων [α5] που θα πραγματοποιηθούν κατά την ανάλυση και βάσει των οποίων θα εκτιμηθεί η πιθανότητα για 
το πλέγμα των δεδομένων τιμών Ne, ε) το μονοπάτι που οδηγεί στον κατάλογο ‘‘probs’‘, εντός του οποίου υπάρχουν 
οι προϋπολογισμένες πιθανότητες που χρειάζεται το πρόγραμμα προκειμένου να ολοκληρώσει την ανάλυση (αυτές 
οι πιθανότητες αναφέρονται στον αριθμό j των γεννητόρων που παραμένουν σε ένα πληθυσμό, σε μία δεδομένη 
χρονική κλίμακα t, δεδομένου ότι ο αρχικός τους αριθμός ήταν i)  και δ) μία συνεχής συμβολοσειρά η οποία εισάγεται 
προκειμένου να ορίσει - με τυχαίο τρόπο - το ύψος του αριθμού των γεννητόρων, και που περιγράφεται από τη φράση 
‘‘boing’‘. Συνοψίζοντας, η εντολή που πληκτρολογείται προκειμένου να εισαχθούν στο πρόγραμμα όλα τα παραπάνω 
ορίσματα είναι η ακόλουθη:
 ..\bin\PC\cone -f [file name].txt -p ..\probs\ -T [α1] -m [α5] -n [α2]  [α3]  [α4]  -s boing
(Σ’ αυτό το σημείο πραγματοποιείται η ανάλυση)    
8. Τέλος, ακολουθεί η επαναπληκτρολόγηση της παραπάνω εντολής με μία προσθήκη, προκειμένου να επιτραπεί 
η εξαγωγή των δεδομένων της ανάλυσης σε αρχείο της μορφής .txt. Η εντολή που πληκτρολογείται στην ανοιχτή 
γραμμή εντολών της εφαρμογής είναι η εξής:
..\bin\PC\cone -f [file name].txt -p ..\probs\ -T [α1] -m [α5] -n [α2]  [α3]  [α4]  -s boing > my.cone.run[file name].txt          
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Δ. Διαγράμματα παρατηρούμενων αλληλομορφικών συχνοτήτων και προσομοιωτικά 
διαγράμματα αλληλομορφικών συχνοτήτων του προγράμματος POPULUS, του 
ισραηλινού εργαστηριακού στελέχους δάκου
Εικόνα 5. (α) Παρατηρούμενες αλλαγές στις συχνότητες αλληλομόρφων του μικροδορυφορικού δείκτη Boms61 για τις εργαστηριακές 
γενεές F3, F5, F8, F11 και F22. (β) Προσομοιωτικό προφίλ αλληλομορφικών συχνοτήτων του ίδιου δείκτη, όπως προκύπτει από το 
πρόγραμμα Populus 5.4 (από τη γενεά F3 έως τη γενεά F22). Σημειώσεις: 1: αλληλόμορφο Α, 2: αλληλόμορφο Β.
Εικόνα 6. (α) Παρατηρούμενες αλλαγές στις συχνότητες αλληλομόρφων του μικροδορυφορικού δείκτη Boms10 για τις εργαστηριακές 
γενεές F3, F5, F8, F11 και F22. (β) Προσομοιωτικό προφίλ αλληλομορφικών συχνοτήτων του ίδιου δείκτη, όπως προκύπτει από το 
πρόγραμμα Populus 5.4 (από τη γενεά F3 έως τη γενεά F22). Σημειώσεις: 1: αλληλόμορφο Α, 2: αλληλόμορφο Β, 3: αλληλόμορφο 
C, 4: αλληλόμορφο D, 5: αλληλόμορφο Ε, 6: αλληλόμορφο F, 7: αλληλόμορφο G, 8: αλληλόμορφο H, 9: αλληλόμορφο I, 10: 
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Εικόνα 7. (α) Παρατηρούμενες αλλαγές στις συχνότητες αλληλομόρφων του μικροδορυφορικού δείκτη Boms18 για τις εργαστηριακές 
γενεές F3, F5, F8, F11 και F22. (β) Προσομοιωτικό προφίλ αλληλομορφικών συχνοτήτων του ίδιου δείκτη, όπως προκύπτει από το 
πρόγραμμα Populus 5.4 (από τη γενεά F3 έως τη γενεά F22). Σημειώσεις: 1: αλληλόμορφο Α, 2: αλληλόμορφο Β, 3: αλληλόμορφο C, 
4: αλληλόμορφο D, 5: αλληλόμορφο Ε, 6: αλληλόμορφο F, 7: αλληλόμορφο G, 8: αλληλόμορφο H, 9: αλληλόμορφο I. 
Εικόνα 8. (α) Παρατηρούμενες αλλαγές στις συχνότητες αλληλομόρφων του μικροδορυφορικού δείκτη Boms21 για τις εργαστηριακές 
γενεές F3, F5, F8, F11 και F22. (β) Προσομοιωτικό προφίλ αλληλομορφικών συχνοτήτων του ίδιου δείκτη, όπως προκύπτει από το 
πρόγραμμα Populus 5.4 (από τη γενεά F3 έως τη γενεά F22). Σημειώσεις: 1: αλληλόμορφο Α, 2: αλληλόμορφο Β, 3: αλληλόμορφο C, 
4: αλληλόμορφο D, 5: αλληλόμορφο Ε, 6: αλληλόμορφο F. 
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Εικόνα 9. (α) Παρατηρούμενες αλλαγές στις συχνότητες αλληλομόρφων του μικροδορυφορικού δείκτη Boms22 για τις εργαστηριακές 
γενεές F3, F5, F8, F11 και F22. (β) Προσομοιωτικό προφίλ αλληλομορφικών συχνοτήτων του ίδιου δείκτη, όπως προκύπτει από το 
πρόγραμμα Populus 5.4 (από τη γενεά F3 έως τη γενεά F22). Σημειώσεις: 1: αλληλόμορφο Α, 2: αλληλόμορφο Β, 3: αλληλόμορφο C, 
4: αλληλόμορφο D, 5: αλληλόμορφο Ε, 6: αλληλόμορφο F, 7: αλληλόμορφο G. 
Εικόνα 10. (α) Παρατηρούμενες αλλαγές στις συχνότητες αλληλομόρφων του μικροδορυφορικού δείκτη Boms29 για τις 
εργαστηριακές γενεές F3, F5, F8, F11 και F22. (β) Προσομοιωτικό προφίλ αλληλομορφικών συχνοτήτων του ίδιου δείκτη, όπως 
προκύπτει από το πρόγραμμα Populus 5.4 (από τη γενεά F3 έως τη γενεά F22). Σημειώσεις: 1: αλληλόμορφο Α, 2: αλληλόμορφο Β, 3: 
αλληλόμορφο C, 4: αλληλόμορφο D, 5: αλληλόμορφο Ε, 6: αλληλόμορφο F, 7: αλληλόμορφο G. 
Boms22_ F11 Boms22_ F22
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Εικόνα 11. (α) Παρατηρούμενες αλλαγές στις συχνότητες αλληλομόρφων του μικροδορυφορικού δείκτη Boms31 για τις 
εργαστηριακές γενεές F3, F5, F8, F11 και F22. (β) Προσομοιωτικό προφίλ αλληλομορφικών συχνοτήτων του ίδιου δείκτη, όπως 
προκύπτει από το πρόγραμμα Populus 5.4 (από τη γενεά F3 έως τη γενεά F22). Σημειώσεις: 1: αλληλόμορφο Α, 2: αλληλόμορφο Β, 3: 
αλληλόμορφο C, 4: αλληλόμορφο D. 
Ε. Μήτρες εισαγωγής δεδομένων
1. Ανάλυση του φαινομένου της εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια,  με τη χρήση 
μικροδορυφορικών δεικτών
Παρακάτω παρατίθενται οι μήτρες εισαγωγής δεδομένων για τις στατιστικές εφαρμογές που χρησιμοποιήθηκαν 
στα δύο πρώτα μέρη αυτής της μελέτης: α) της ανάλυσης της εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια και 
β) της διερεύνησης της πιθανότητας πολλαπλών εισβολών του εντόμου στην περιοχή αυτή. Γίνεται η επιλογή να 
παρατεθούν οι τελικές μήτρες εισαγωγής δεδομένων, όπως αυτές προκύπτουν από την ολοκλήρωση της ανάλυσης 
τόσο του πρώτου όσο και του δεύτερου σκέλους, καθαρά για λόγους οικονομίας. 
Πρέπει επίσης να τονισθεί ότι οι τελικές μήτρες προκύπτουν από την προσθήκη των πειραματικών δεδομένων αυτής 
της μελέτης, η οποία πραγματοποιήθηκε με τη χρήση δέκα μικροδορυφορικών γενετικών τόπων, στα δεδομένα 
προηγούμενης που αναλύει τη γενετική δομή γηγενών μεσογειακών πληθυσμών του εντόμου με τη χρήση δώδεκα 
μικροδορυφορικών δεικτών (Augustinos et al., 2005). Οι δέκα μοριακοί δείκτες στους οποίους βασίσθηκε η εκπόνηση 
της παρούσας εργασίας, είναι υποσύνολο των δώδεκα μοριακών δεικτών που χρησιμοποιήθηκαν στην ανάλυση του 
Αυγουστίνου και των συνεργατών του. 
Boms31_ F11 Boms31_ F22
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/* Invasion in California and allele adap-
tation */
Number of populations = 35
Number of loci = 12
Locus name : 
Boms31 Boms21 Boms10 Boms25 Boms18 Boms29 
Boms30 Boms22 Boms59 Boms60  Boms2 Boms61
ID = 1
Name = Gimmaraes
BC CC CC AA AC AG CC AA AA BF AA AB
CC CF CC AB AC AG AA AA AC AC AC BB
CC DF BD AB AB AG AC AA AA AI AA BB
CC CE CC AA CC AA AA AA AD AA AB BB
CC CD BC AA AE AA CC AA AA AH AA BB
AB CE BD AB CC AA BP AA AA AF AC BB
AB CE CE AB CE AA AC AA AF FH AA BB
AB CD BC AB CC AG CC AA AA EF AC AB
.. CD BC AB CC AA CC AA AA AH AC BB
BC CE CD AB BE AA AA AA AA FF AA BB
AB CE BE BE AF AA AA AA AF FH AA BB
BC CE CC AB CC AA BC AA CH FF AB AB
AC CD CE AA AB AA BC AA AA FF AC BB
CC DF CC AA AE AA AC AA AD AA AB BB
AB CF CC AJ EE AD BF AA AH CE AA BB
BC BD CE BE BC AD CC AA AC EF AC BB
AC AF CC CE AA AA CC AA AC BF AB BB
AB CD BC AA AC AG AB AA AA FF AC BB
BD BC CC AB AA AA AB AA AC AF AB AB
BC CF CC AB CC AA CC AA CH IF AB AB
AA CC CE AE AC AA CC AA AA EF AC BB
BC CF CC BB CC AD AC AA AA FF AA BB
BC DD CD AA BE CG AC AA AH FF CC AB
CC CF CC AB CC AA AB AA CH AF AA AB
BC CD CD AB CC AA CC AA CC AA AC BB
BC CD CC AC BB AA BC AA .. EF AC BB
CC BC AA AB AF AA AA AA .. FF AB BB
AC CC CC AA BB AA AB AA AC AH AA AB
BB CC CC AB BE AA AA AA AA FF AA BB
AC DD CC AA .. AA AB AA AH FH AB AB
ID = 2
Name = Lisbon
BC CC BC AA CF AF AC AA AF FF AB BB
AC BD BJ AC AE AA AB AA AA FF AC BB
CC EE CE AB CE AA AC AA AD AF AA BB
CD CC AC AA AC AA AH AA AC CF AC BB
AC CC CL AC BC AA AC AA CC FG BB AB
AC CD AC AB AC AG AL AA CC AC AC BB
AC CE AE AB CC AA AB AA AD AG AA BB
BC AC AC AA AA AF AC AA AH CF AC BB
CC CD BC AA BB AG AB AA AA CF AC BB
CC EE CC AA BE AG AB AA AA CC AC BB
BC CD AC BE CC AC AL AA AA AC AA BB
BC CI CC AA AE AA AB AA AA FF AA BB
CC DE CC AA BE AG AB AA AA BC AA BB
BC CC AC AA CC AG AB AA CC AC AA BB
BC CD BC AB CC AA AM AA AC AC AC BB
AB BC CC AA .. AA AC AA AG FE AA ..
AC DE CD AA CC AA AC AA AD FF .. BB
CC CD CE AB CE AA AB AA AA AE AA BB
CC CD CC AA AC AA AA AB AA AC AA BB
BC CC BC AB CF AA AC AA AA AJ AA BB
AB CC BC AA AB AA AF AG AC AG AB BB
AC CD CC AB FF AA AK AA AC FE AB AB
CC CA CC AC CF AA AC AA HH .. AB AB
BC DD AD AA AB AA AB AA AA CF AA BB
AC CC AC AB AC AA AC AA AA FF AA AA
AC CE CC CD CC AA AC AA AH AF AA BB
AC CC CF BB BF AA AA AA AA AF AB AB
.. CE CF AB AC AI CC .. AG AF AB ..
BC CC CG BB BC AB AC .. HH FF BB AB
ID = 3
Name =Murcia
AF BD AB AB CC AA AC AA CC CC AA BB
AC BF CC AA AC AA AA AA AC AF CC BB
AC BE CC AA AC AD AB AA AH HF AA BB
AB BG CC BB BC AE AB FJ AA FF CC BB
AB DF CF AB AB AA AC BD AA CF AC ..
AA BB CD AC BC AA CC AA CC BC AA AB
CC BD CC AB BC AA CC AA CC AE AA BB
AF BD BC AB CC AA AA AA BC FI AC AB
AA BG CC AB AC AA AA AA AD AF AC BB
BC BB AC AA AE AA AA AA DD AF AA BB
AA BD CC BB CE AA AC AA AA CF AA BB
BC CC CD AB AC AA BI AA AB EF AC BB
AB CD CC AA AB AG AC AA AH CF AA AB
AC DD CC AA CC AA BC AA AD FF AB BB
CC CF CE AA BB AA AC AA AC BF AB BB
BC CE CC AB AE AA AC AG AA AB AA BB
CC AC CC AB AC AA AB AA CH EF AA BB
AB BF AC AB AC AA BB AA CC FF AB BB
AC DI CC BC AB AC AA AA AA FF CC BB
BC DE CC AB BC AE AC AA .. FF AC AB
AC DI CC CC AB AA AA AA AA FF BC BB
BC CE CC AB AA AA AC AA AA AB AA BB
AB CC CC AA BC AA CF AD AA AA AC BB
AC CE CC AB BC EF AA AA AC AF AC AB
AC CC CC AB BC AA CC AA CH FI AB BB
AC CE AC AA BC AA AB AA AA AF AB BB
AA CC CC AA CC AE AA AA CH FH BB BB
BC DD CC AB BC AE AA AA AC FF CC BB
AC CC CE AB CC DG AB AA AC FF AA BB
CC CE AC AA AE AA AA AA AA AC AA BB
AC CD CC AA AC AA AB AA AA AB AB BB
.. CC CC AA AE AA AC AA AA AB AA ..
CC CI CC AB BC AA AA AA AC EE AA BB
AC BC BC AA AC AE AA AA CC BF AA AB
AC BC BF BB BC AA CG AA DH AF AA AB
CC AC CC AB BC AC BB AA CH EF AA BB
CC AE CC AB AC AC AC AA HH BB AE AB
BC DE CC AA BC EF AA AA AG AC AA BB
BC CD CC AA AC AG AA AA AA AB AB BB
AC DD CC BC CC AA CC AA AD CI AB BB
AB CC BB AB AB AA AF AA AA BF AA BB
AA BD CC AA BE AA CF AA CH CI AC BB
BC CK CC AC AC AA AB AA AC AF AB AB
AC CC CE AA CD AD AC AA AF FI BC BB
BC CK CC AA AA AA AA AA AC AF AB AB
AC CD BC BE AB AD AB AA AA AA AB BB
BC EF CC AA AB AA AB AF AC EF AC BB
AC CC BC AE BC AD BC AA AF AA AC AB
BC CD CC AC AC AG AB AA AH AF AA AB
CC CC CC BB AB AA AC AA AF AA AC AB
ID = 4
Name = Madrid
CC CC BD AE AE AE AB AA CH FH AA BB
CC BC CC AA BC AA AA .. AC AF AC BB
.. CC AC AE AB AA AF .. AA BF AC BB
BC CE CC AB BE AA AC AA AH FF AB BB
.. CE AC AB AE AA CC AA AC AH AB BB
CC CD CD AE AC AA BC AA CH FI AA BB
CC CD CH BE BB AA AB AA CH AF AB ..
CC CC BJ AB AA AA CH .. AA AH AB BB
AC CC CD EE CE AG AC .. AH FF AA BB
BG CD CC AB CC AA AC .. DH BF AA BB
BC CC CD AE AC AB BC AA AH FI AA BB
BC CD CH BE AB AA AA .. AH AF AB BB
AC CD AJ AB AA AA CC AA AA BH AB BB
AB CD AC AB AB AA BF AA AA BF AA BB
AC CE BC AE EE BC BC AA AB FF AA BB
AC CE CD EE CE BG AB AA AA FF AA BB
AB CC CD AE CE AG AA AA AH EF AB BC
BC CC CC AA CE AA AC AA AA BF BC BB
CC CC DD AA AC AA AA AA HH HI AA BB
CC CE CC AB AB AA AC .. AA FI BC BB
BB CC BC AB CC AA AA AA BB CF AA AB
CG CD CD AA BC AB AA AA AB CF AA BB
BB CC BC AA CE BG AA AA AA FH AA BB
BB CI CE AB AA AA AB AA AA BF AA AB
BC CC BC AE CE BG AA AA AA EF AA BB
BC CE CD EE CE BG AC AA AA FF AA BB
AC CC CC AA AC AA AB AA AC AF AC BB
AC BC CC AB AA AA BC AA AC AF AC BB
BB CI AC BB AA AA BF AA AA BF AA AB
ID = 5
Name = Arrhenys
BC CC CE BB CE AA EJ AA AA AF AC BB
AC CD CD AA AC AA AC AG AA AF AD AB
BC CC CC AC AC DG AC AF AC BF AC BB
BC CE CE AK BC AA AC AF AH FF AD BB
BC DF CC AB BC AA AC AA CH AF BC BB
AC BC CC AB AB AA AC AA AA FF BC BB
BC CF CC AE BC AA AC AA AG CF AA BB
AC BD CE AB BE AA AC AA AC AF BB AB
AG BF CC AB CC AA AA AA CF AF AC BB
BC DD BC AA AC AA AC AA .. AF AA AB
AB CF BD EE AC AF AA AA CH FF AA BB
AD DD CC BB BC AA BC AA AC FF AA BB
.. CG CC AB AC AA AA AA AA BF AA ..
CC CI CC AE CE AA AA AA AA BF AC BB
AC CF CC .. BC AA FF AA AA AG AA ..
AC CD CE BC CC AA AC AA CC CC AB AB
AC CD CK AB BE AG BC AA AA CF AA BB
AC CF CC AB AE AA AA CG .. FF AA BB
AB CD AC AB CC AD AA AA AA AF AA BB
BC CF AC BB AB AA BC AA AC AF CC BB
BC CC CD AB AA AA CD AA AH AF AA BB
BC DD CE BC CC AA AA AA AC EF AA BB
BC FF CD AA AA AA AA AA AH AF AB BB
BB BD CE BE BC AA CC .. AA CF AB BB
.. CF AC BH CE AG AB AA AB AF AA BB
AC CC CD AA AA AA AA AA AF AB AA BB
AB CE CC AA BC AA CC AA AC CF AA AB
AC CC CC AB CE AA AC AA AA CF AA BB
AC CC CC AB BB AC AD AA AC CF AB AB
AB CD CC AB BC AD AC AA AA AE AA BB
ID = 6
Name = Farfa
DE BE BC AB AC AE AB AA AC CI AD AB
AB CD AC BC AE AG DF AA AA HI AB AB
CD DE CC AA AC AA AC AA AC CC AC AB
AC CD CC AB AB AA AB AA AA AA AC AB
AB BD CC AJ AA AA AA AA AC AB CC AB
BC CE AC AA AC AB AA AA AC AF AA AB
CD CD AC AB AA AA AB AA AH BF BB BB
AB DF CC AB AC AE CC .. CH BC AB AB
AB CC AC CE AB AG BF AA AD AA AA AB
BC BF CE AA AE FG AA AA AC AC AA AA
AC DD AC BB AA AC AG AA AC AF BB AA
BB CE CC AC CC BC CC AA AC EF AB BB
AC BE CC BB BC AA CC AB AA AF BB BB
AB AD AC AA AC AD CJ AA CC FI AB AA
AB CD AC BC AE AA AC AA AA AH CC BB
BE CC CC CC AC AB CC AA AC BF AC AB
AA CD CC AB AA AG AB AA AD AA AC BB
CC BD CC AB CF AA AC AA CC FF AC ..
AB BC CC CK AA AA AB AA AA BE AB BB
AA BC CD AC AC AA AA AC AA AF .. AB
BC BE CC AE AE AG BB AA BD AB AA AB
AB CE BC AE AC AD BC AA AA AC AB BB
AC DE AC AB AC AA AF AA AF AB AB AB
AC CE CC BE AC AA AB AA AA AB BB AA
AD CF CC EE AE AA AC AA AA AF AB BB
AC BD CC AA AA AC AC AC AA AE AC AB
AB BC BC AE CC AA AC AA AH AH AA BB
AA CD AC AB AF AC BC AA AA AK AC BB
AA BC CC AB AC AA AC AA AA AA AA BB
AC DD CD CC AA AA CF AA AA BE AC AB
AC DE CD BC AA AG AA AA AC AF AB BB
CC CH CC AE AD EG AC AA AD AF BB AA
BB CD CD AE AA AA AB AA AA EF AB AA
AB CC BD AB AC AA BC AA AD BF AB AB
AC CE CC AE AF AA AC AA AC AA AB AB
CC CD CC BE CE AA AA AA AD FF AA AA
AB DD CC BE AA AA AC AB AH CF AB AB
BC CE CC BC AA AF BI AA AH AK AB BB
CC BF CC AA AC CG BG AD AA FF AA BB
AC CC CD AA AA DG AB AA CC EF AB AB
AC BC CC AA AA AA AC AA AA AF AA AB
AB DF AA AA CF AA BC AA CH FF AB AB
BB AC CD AB AA AA AA AG AC EF AB AA
AC BC CD AE AA AA AA AA CD EF AA BB
AC CD CD AL AB AA CF AC AH BH AB BB
AC AD CC AJ CE AG AE AB AD AH AA BB
AA CE CJ AC BC AA AA AA DD EF BC AB
AD CF DJ AB AC AA AB AA AA BF AC AB
AC CC CC AE AF AA BC AA AA AC AB AB
AA CC CD AB AC AD AB AC AD AA AB AB
ID = 7
Name = Vasto
AB CC CC AC AC AA AL AA AA AG AB AB
AB CC CC AA AB AA AA AA AA CF AA AA
.. DF CC AA AA AA AA AF AA FL AB BB
CC BD CC AB AE AA AC AA AH CF AA AB
CE BD CD AL AE AG CC AA AG AF AB AA
BB BC AA AD AE AJ AA AB AA .. BC BB
BC CD CD CE AA AA AF AA AA CI AA ..
BB DF AC BE AD AG AC AA AA FF AB BB
BC CC CC AB AA AC BD BG AH FE AA AB
BC CC CE BE AA AE AF AA DH AA AA BB
BB CF CC AB AC AK AL AA AA EG BB AB
BD DE CC AB AA AA CL AA AH BE AA AB
BD CD CD BE AA AA AA AA AA AE BC AB
BB AC AC AC AC AA AC AA AA EG BB AB
AB CC CC AB AB AG AF AA CF AF AB BB
BC BB AD AB AC AA CC AA AF AA AA AB
BC BC AC BC AA EJ AA .. AA AH BC BB
AC BI CD BC AC AA CF AA CH AF BB BB
CC CE BJ AB AB AA AA AA AC FF AB BB
BC CD CC AC AB AA AO AA AF EH AA BB
BC BE AC AD BC AG AC AA DG AF BB BB
BC BC CE AC BC AA CC AA GH AC AB BB
BB DD AC AE CE AD AA AA CH AA AA BB
BB CC AA AB AC AC AA AA AC FF AB AB
AB CD CD AK AB AB AC CC AC AA AA ..
AB BE AD BB AA AC CC AA AA AB AA AB
CC CD BC AA BE AA AA AA AF AE AB BB
AB CD BC AB AC AA AN AA AD AA AB BB
CD CC CC AE AA AA CF AA AC AA AC AB
BC BD CD BJ AA AA AB AA AA BF AA AB
ID = 8
Name = Alex
CC AB AB AB AA AA BB AA AC FF AA BB
AC AB AB AB AA AA BC AA AC FF AA BB
AC AC AB AB BC AA BC AA .. FF AA AB
AC AC AB AC BC AB BC AA AD FF AA AB
BB CD CD AB AC AA AA AA AA BF AB AA
CC DE CC AB AC AA AB AA AA AA AA BB
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CC CD CC AB AB AA AC AA AA AA AB AB
AC AB AB AB AB AA BB AA AC FF AA AB
AC DD CC AA AB AC CH AA AA AH AB BB
BC DD CD BD CE AA AC AA AB HH BC AA
AB CD AC AA CC AA AC AA AA EF AA AA
AC DH CC AK AE DD AA AA AA CF BB AB
AB CD AD AC AC BD AB AB AH BF AC BB
AD DE AA AE BC AD CC AA BC BB AB BB
CC CC AA BC BC AG AA AA AA EF AA AA
AB DD AC AB AC AD AC AG AA AF AA AB
CC CD CD AF AC AD AC AA AA BE AB AB
AC CC AC BE CC AG CC AA CH AF AA AA
AC CD AC AA AA AA AA AA AH AA AB AB
AB BD AC AB AB AD AB AA AC AA BB AB
AB BB AC AA AE AG AC AA AA AB AB AB
BC BC CC BC AC AG AC AA AA AF AC AA
CC BC CC AC AE CG AA AB .. AF AB AB
BB EE AC BE AA DG BF AA AA AE AA BB
AC DD AC AC BC AA AC AC AD FF AA AB
AC EF CC AA AC AA CC AA AA AE AB BB
BC CC CC AA AA AA AA AA CH FF AB AB
AB BE AC AB AB AE CC AA AA CE AA AA
AC DD CC AB AE AA AC AA CF FF AB BB
AB CC AC AB BE AA AF AA AA EF AA AB
BC BD CC AB CE EG AB AA CC CH AB BB
AC BE CC AL BE AA AA AA BC BF BB AB
AD DF CC BB CC AC BC AA AA BF AA AB
AC BC CF BE EE AA AA AA AA HH BB BB
AC BD CD AB CC AB AC AA AC BB AA BB
AA CE AC EJ AE AA AC AA AA BH AA BB
AC CC AC AA AA AA AA AA AA AB AA AB
BD CD AA BB AE AA CC AA AA EF AC AB
AA DE AC AE BC AD CC AA CC BF BB AA
BC CC CC CC AC AA AK DG BC AA AB BB
BC CC CD AA AA AD AC AA AA AF AA AA
AC CC CD AB AC AG AC AA AD CH AA AB
AC BC AC AA CE AA AA AA AA AF AB AB
AB CD BB AA CF AA AC AA AH AC AA BB
AC DD AC BB CC AG AA AA CC CH BC AB
CC AC AC AC AA AB BB AA AD FF AA BB
CC AB CC AC AA AA BB AA AC FF AA BB
AC BC CC AB BB AA CF AA AC AC AA AA
AC BD CE AA BE AG AC AA AD AC AA AA
BC CD CC AE AE AC AC AA AC AA AB AB
ID = 9
Name = Lefkada 
AC AC CC AB BC AA AA AA AF EH AC AA
AA CD BC AA AF AA AC AA AH AB AC AB
AA EF CC BE AB AC CJ AA AC AF AC AB
AA CF BB CK AA AG AA AA AA EF AC BB
AB BC CC AE BC AA AC AA AC FI AA AA
CC BC CH CE AA DG AC AA AI AA AC AB
BC BD AC AC AE AA AB AE AA AA AA BB
CD CD CC AA AF AB AC AA AA BF AA BB
AC AB CC BB AB AA AA AF AA AA AC BB
AA BC CC BB AC AA AC AA AD AB AB AB
AA CD CC BC AB AG CJ AA CH AF AA AB
BD CE DI AA BE AA AC AA AA AF AA BB
AC BD BC AE AB AA AA AC AC AF BB AB
AC CD BC AA AF AA AA AC AA BB AC BB
AB BC AC AC BC AA AA AA AD FH AA BB
AC BC CF AB CC AA CC AA AA AC AA AB
AC CF CF AA BE AA AC AA AA EF AC AB
BC BC AC AA AA AC AA AC AC BF AB AB
AD BC BC AA AC AG AB AB AC AC AA AB
BK BD AC AB AF AC AA AA AA AE AB AB
AC CC CC CC EE AA AA AA AA AF AC AB
AB BD AC AC AC AG AD AB AA AB AB AB
AC DD CC AA EH AE AA AA AH AB AC AB
AB DF AA AB CE AC BK AA AC AA AC AA
AD DD CI AA AE AA AC AA AA AE AB AB
AC CD AE AA AE AA AB AA CF AH AC AB
BC DD AC AE AA CF AB AA AC AC AB AB
AB BD AD CE AE AG CC AB AA AA BC AB
AA BC AC AA AA CC BC AA BC FF BC AB
AD DD CC AA AC AC AC AA AA AF AA BB
AC CC DD AB AC AA AC AA AD FK AA AB
AB BD BC AE AA AC AA AF AC BF AB AB
BC AC CC BE BC AA AA AA AC AA AD BB
AC BD CC AB AF AA AC AA AF AF AB AB
CK BD CC AB AF AG AC AA AF AF AB AB
CK DD CD AC AC AG AC AA AA AA AB BB
AC CD CD AA BF AC AC AA AA FK AA AA
BC BD AB AE AB AA AA AA AC HH BC AB
AB CD CC AL CC AA AA AA AA BE AB AA
CC BE CD BB AB CC AA AA AC HH BC BB
AB CE AB BE AA AC AA AA AA BF AA AA
BB BF CD AE CE AA AC AF AA AH AC BB
AA BD CC BE CE AD AA AA AA AA AD BB
AC AC CD AB BC AA AA BB AC AA AD BB
AB DE DD AA BE BE AA AA AA FF AC BB
BB BF CC AE CE AA AD AA AC AH AA AB
CC CD CJ AA AA AG AA AA AC FF AB BB
.. CE CC AB EE AA AF AA AA EF AA AB
ID = 10
Name = Patras
BC CF CC AI BC AC AB AA AA AE AB BB
AB CE AC AB AC AA AA AA AA BH AA BB
BD DD AD BE AD AA CB AE AA AC AA BB
CC DI CE AC BC AG AA AA AA CF AB AB
AC FK AA AE CE AG AC AH AA AA AC BB
AB EF CC BE BC AD AJ AA CC FF AC AB
AB BD AE AE AE AA CC AA AC AF AC AB
AA AC CC BB AC AD AB AA AC CI AA AA
AC CD AC CE BE AG AC AA AD AC AB AB
AA BD AC AB AC AB AE AA AC AF AF AB
BD DD AC CC AD AA AC AA AC AC AA AB
CC BC CD CE AA AA BC AA AA KH BC AB
BC CE AC AB AC AA AC AA AC EF AA AA
AB DE AE BC EF AG AA AA AC AF AA AB
AC CC DD AE AA AC BC AA AC AC AA AB
CC BC AC AK AE AA AC AA AA EF AB BB
BC BD AC AC AA AF AB AA AC BF AA AB
AC BI AA AB AC AA CF AA AC AI AB AA
AC CC CF CK AC AB CC .. AA BE AA BB
AB BE CC AE AD AA BC AA AD AA AA AB
AC CD CF AA AA AG AD AA AA BC AC BB
AB BC BE AA AB AE AL AA AD KF AA AB
AB FI AC AB AE AA AA AA AH AE AB AB
AB BD AC AE BF AA CC AA AD AF AA BB
BC BI AG AC CE AA BC AA AA FF AC AB
AB BC AD AA CF AD AC AF AH FF AB AB
CC CC CC AE AB AA BC AA AA AF AB BB
AB CD AC AB AE AA AC AA AC EF AC BB
BC CC AC BB BC AD AB AA AD AA AA AB
BC DD BC AA CE AA AA AA AC AB AB AB
CC CD CC CE AA AB CQ AA CH AC CC AA
AD BE AC EE AC AC CF AA AC BB AA AB
AC BD CD AE AC BC AA AC CD BF BC AB
BC BC CC AE AA AA CF AA CH AB BH BB
CD CD BC AK AA AA AC AA AA AE AA BB
AC CE CC AE AA AA AA AA DH CF AA AA
AC CD CE AA AC AC BC AA AA AF AA BB
BC DF AC BE AA AA AB AA AA FF AA BB
AB BB AC BC BF AC AC AA AD BF AA AA
BC CD AC AA AA AA AC AF AF BF AA AA
CD CD AC BC BC AA AA AA AD KE AC AB
AA CD AA AE AC AG CC AA AA FF AA BB
AB BC CC AE BE AA CE AA AA AF AB BB
AC CD AB BB AB AA AC AA AA AF AC AB
AB BD CG AA BE AA AC AA AD AE AA AB
.. CC CD AC .. AA AA AA AA FF BB AB
AD CD DE AC AE .. AB AA .. HH AB AC
AC CC BC AA CF AD AB AA CC HH AA AB
BD BC BC AE AE AA AA AA GH FF AB BB
BB BI BD AB AC AA BC AA AA AF AA AB
ID = 11
Name = Maladrino
CD CD CC BB AC AA AC AA DF AF AB BB
AB CE AD BC AE AC AA AA AH AF AA BB
AD BC AB AC AA AB AA AA AA AA AA AB
AB BI BC CC AF AG AC AA DD AF AA AB
AA CC CC AB AC AD AC AA HH AA AA BB
AC CI AC BE BE AA AC AA AD FF AB AB
AB BC BC AB AE AA AA AA AA AE AB AB
CD BD CC AC AA AA AC AA AC AC AC AB
CC CC CC AB AA AA AC .. AA AF AA AB
AC CE AC AC AE AB AA .. AD AA AC AB
AC DD CD AB AA AB FJ AA AA AF AA AB
AA BD AA BE AC AD CC AA AA BF AA AB
AC CD CD AE AE AC AG AB AC AH AA AA
BC CF AC AA AE AA AC AA AA HF AA AB
BB DF CC AB AA CG AA AA AA AI AA AB
AB CC CC AB CD AA AO AA AA FF AA BB
AC DE CC AA CE AA AA AA AH AE AC BB
AC CE AC BB AC AD BC AA AA FF BB AB
BD CD CC AM AB AA AC AA AD AH AB BB
AC BC BD BB AB AH CC AA AH FF AA AB
AC BB CC BB AC AC AB AG AA BH AB BB
CC DD AD AA CE AG AD AA AA FI AC BB
AA AC CC AA AC AA AC AA CH FF AB AA
AC CC BC AA BB AA AN AA AC HH AB AB
CC BE CC CE AE AA AC AA CD FF AB AA
AC BD BB AC AA AA AC AA AD BF AC AB
CC BC CE AB AA AF AA AA AA FF CC BB
BC BC CC AB AA AA AA AA AA AF AA AB
AC BC CE BC AA AF AK AA AA BF CC AA
CC DD AC BB CE AE AP AA CC BF AA AB
AA CC AC AH AB AA BC AA AH AC AA AB
AC CC CD CC AA AG AB AA AA AA AA BB
AB CD CC BC BE AA BC AA AA AE AC AB
CH DD CD AC BC AG AB AA AF AH AB BB
BC BD AC BB AB CG BC AA AD EF AA AB
AB BC CC CC AB AA AC AA AA FF AB AB
AC BB CC AA AA AE AA AA AD AK BB AB
CC BC AC BC AC DG AB AA AA FF AB BB
BC DD AC AB CC AG AA AA AG AA AA AB
BC BD CD AA AF BG FF AA AA KF AB BB
AB CC BC AE AA AG AB AA AA HF AC AB
AB CD CE AB AC AA AC AA AF AA AA BB
AC CD DF AB AE AC BG AA AC AF AA AA
BC CJ CD AB AC EG CC AA AA EI AA BB
AC CD AD AL BF AG BC AB AD AF AC AB
AD DD AE AA AB AA AA AA AD AF AB BB
AB BC CC AB AC AA AC AA AA AH AC BB
AC DD CF CE BE AA AL AA CD EG AC BB
AC CD BC CK CE AA AA AA AA AB AB AB
BC DE CC BE AA AA AC AA AH AF AA BB
ID = 12
Name = Mani
AC CC CC CE CF AD AC AA AD AC AC AA
BC CE AC BC AA AA BJ AA FG EF AB AB
AB BC CD AA BC GE BC AA AA HF AB AB
AB CD CC BC AC AA AC AA FG FF AB BB
AA BD AC AE AA AA AA AA AA FF AA AA
BB BB CC AE AA AG BC AA AC FF BC AB
AC BE CD BC AB AA CC AA AD AH AB AA
AA DD CE AB AC AA CC AA AC AF BB AB
AC CC CD BC AF AA AC AA AA AE AD BB
CC CE AC AC AA AA BC AA AA AA AB BB
AA BB AC AA AC AC AF AA AA AA AA AB
AC BB AA BC BC AD AC AB CD HF AA BB
AD CE CD AB BB CG BC AA AH AC AA AB
AB DI CD AA BC AB AA AA AA AA AB AB
CC CC CD AE BE AA AC AA AC FF AA AB
CC CE AC AB AF AA BC AA AG AF BC BB
AA BC CD AB AC AA AA AA AC HF AB AB
BC DD AC BB BC AA BM AA AA AA AB AB
CC EH CC BE CF AA AA AA CF BE AA AB
BB BC CD CC AC AA BB AA AH AI AA BB
AB CD AC BE AB AA CC AA AF BF AB AB
AC CD CC BE AC AC AA AA AG AI BC BB
AA BD CE AB AA AA CC AA AA AF AA AB
AC BI CD AB BE AD AC AA AG FF AB AB
DD CE AA BE AB AA AC AA AA AH BB AB
CD CC AA AA AC AA AA AA AD FF AA AB
CD CD AC BB AC AA AA AA AA FF BB AB
AC CF AA BE AE AD CF AG AA AB AB AB
BC CE CC AC AB AA BC AA AH AF AB AA
AC DE AB AB AE AC AC AA CD BF AB BB
AA DD CD AC AC AA CC AA AC AA AA AA
BB BC CC AB CG AA AA AA CD AE AB BB
CC CE CD AB AC AC AB AA AA AC AA BB
BC DD AD AE AC AF AA AA AA AA AB AB
CC CD AD AA CE AA CC AA AA AA BE BB
CC DE CC AA CE AA AB AA AA DC AC AA
CC CC CD AC AB AC CC AA AC CC BB AB
AA BD CD BC AB AA AA AA AA EE AC AB
BE BC AA EL AA AA CG AA CH AI AB AB
AC DG AB AC BE AA AA AA AD AC AB BB
BC BD AC AE AA AA AA AA AA AB AB BB
AC BF AA AB AC AA CC AA CD BF AA AB
BC BF CF AC AC AC AB AA HH AF AC BB
AB BD CD BC AC AA AB AA AC EE BB BB
BC DD CC AA AB AA AC AA AA CC CC AA
AB AE AA AA AA AD AB AA AD BC AA AA
AC BC AC AB BE EG AH AA AC AB AA AB
BC CE AC AA AA AA AC AF AC AE AA BB
AA CD CD AC BE AA AC AA AA FF AA BB
CC BC AC AB AE AA AC GG AA EH AA AB
ID = 13
Name = Ithaka
AD CC CI CC AA AA AC .. AD FH AC BB
CC CC AC AA EF AA CF AH AD AE BB BB
AD AD AC AB AB AA AA AA AA EH AC AA
AA BD CC AB AB AA AC AA CF AB AA AB
CD DH CC AA CC AA AC AB AA EF AB AB
AA CE CC AB AB AA BC AA DH AA AA AB
CD BC AC AC CE AC BC AA AF AE AB AA
CD CD AC BF BE AG CF AA AH FF AA AB
DD DD AB AB AA AA AC AA AA BC AA BB
BD BB AA AB CE GG AC AA AF EE AB AB
AD DF BC AE AA DE BF AA AH EF AA BB
AC DI CD AL AA AB BC AA AD EE AA AB
AC CE CC BB AC AG AC AA AA AB AB BB
AA CE AB AB AA AD AB AA AH AE AA BB
AC BB CC AA AA AE AA AA AC FE AC AB
AA BC CC BE BC AG AA AA AC AB AA BB
BB BC AA AA AC AC AB AA AC AJ AB BB
CC AD AC AB CE AE CC AA CC AB AA BB
AC DD AC AB AE AG BC AA AA CF AB BB
BC CD AC AE AC AD BC AB AH EF BC AB
AC BC CD BC AB AA CC AB AC CF AB AA
AC CD CE AC AB AC CC AA AA AB AA BB
AC CE CC BC EE AA AC AA AA FF AA AB
ID = 14
Name = Kos
AC CD .. AB AB AC AA .. .. .. .. BB
BC BB AC AF AA AA AC .. AC BF AC BB
AC BD AC AK AB AC EG AA AH AB AA AA
AC CC CD BC BB AG AF AE AC EE AA BB
AB CE AC CC AB AA AG AA AA AF AA AB
BC CD CD EE AC AG AC AA AC FF AA BB
CD BB AC AC AA AA AF AA AC BE CC AB
BC BC CC AB BC AA AA .. .. CH AB BB
BB BD AC BE AE AA BC AA AA AF AB AA
AB CD AC EG AH AB AC .. AA CD AA BB
CC BD AA BE AE AA AA AA AA AA AB BB
BD CC CC AC AA AA AC AA AA AE AA AB
AB BB AC AE AC AA AC AA AA AA AB AB
AA CD AC AB AC BD AA AA AH AA AC AB
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CC CD AC AK AB AC CG AA AH AB AA AB
BB BB CF AE AH AC AC AA AA AC AC AB
BB DE AA AB AB BD AC AA AA BE AB BB
AC BB CC BB AB BG CQ AA CH AF AC AB
AB DD CC AB BB AG AC AA AA AA AA AB
AC DD CC AB AE AA AA AA AH AA AA AB
AB CD AB AC AD AA AB AA AD AF AB AB
ID = 15
Name = Kythira
AB DD CD AB BC AG AA AA AA EH AB AB
CC CC BC BB AA AB AA AA AA AF AB AB
CC EE AD BC AC AD BF AA CD FF AC AB
BC BC CC AA AA AG AA AA AH AH AC AA
BB DE AC BB BC AA AC AA AH AC AB BB
AB CC CC BC AE AG AC AA AC AB AC AA
AC CD AD AA AC AG AA AA AH HG BC BB
AC CE CC AA BC AC AA AA AA FF AB BB
AA BE AA AB AB AA AD AA DF AB AC AB
AC CC CC AB AC AA CK AA AF AF AB AA
AC BF CD AC CC AB AB AA AA AF AA BB
AC DI AD AE AA AA AA AA AH AA AC AB
AB CF AC AA AC AG AD AA CH AA CC AB
BI CD AE AE AC AA BF AA AA BB AB AB
AC CE AD BC AA AG AC AA AA FF AC BB
AB CE CC AB AC AD CC AA AG FF AA BB
AA BE CD AA AB AG CJ AA AH AF AA AA
CC DI AC AC BE AD AF AA AA AF BI AB
AB CD AC AE AE AD BB AE CD AC AB ..
AC DE CC AA AE AA AB AA AC AF AA BB
AA DG .. BC AA AG AC AE CF AA .. ..
AA BC CC BB AE AA CC AA AA AE BC AB
BB BC AA AC AC AA AF AA AD AF AA BB
AA CI CC AB CE AA AF AA AG FF AA BB
BC CC CD AH AE AG CC AA AH FH AB BB
ID = 16
Name = Crete
AA CD AD AB AA AG AB AA AD AF AA BB
CC CD AD AB AC AA AC AA CD BC AC AB
AD CE BC CE AA AA CC AA AD BG BB AB
CC BE CC AB AC AA AC AA AA AE AH BB
AC EE CD AB AC AG BC AA AA FF AA BB
CD CC CC AE BF AC AB AA AA BH BC AA
AC CE CC AA AC AA AA AC CD AF AB AB
AC CD CD AB CE AG AA AA AF HF AB AB
AA BC AD AB AA AA AA AA AH AF AC AB
BD DD CD AC BC AG AB AA AC BE BC BB
AB DI AC AB AD AA AA AA AA FF AB AB
AC CE AD AA CE AA AB AA AH AF AB AB
BC CD BD AC CE AG BB AA AC AH AB AA
CC CD CG AA AA AA CC AA AD AE AC AA
AC CD CD AA AA AA CC AA AA BF AA BB
AC DF CC AA AA AB AC AB CH HF AA BB
AA BD CD AB AE AA AC AA AC AE AA AA
AC BC AC AB BE AE AC AA AD AH AA AA
BC CC AF AA AC AC AC AA AC AC BC AB
CC BC CF AE AB AE AC AA AD AF AA AB
AC DE CD AB AC AE BC AA AH CF AA BB
AC DE CC AB AC AG CC AA AA AB BC BB
AB DD CD AB AC AA BC AA AA AF AA BB
CC CC CC AB AC AC CC AA AA AC BC AB
AK CI BC AA AB AA AA AA AF AC AC AA
CC DD AD AB AA AA AB AA AH FF AC AB
AD BC BC BB CE AD AC AA AH FH AA AB
AB DD AC AE AB AA CC AB AH CE AB BB
AA CE CD AC AA AA AC AA CD CE AA BB
BB CE AC BB AB AF AC AA AA EF AB BB
BC CE AC AB AC AC AB AA AH BF AB ..
AA CC AA AC AA AA AC AA AA AB AA AB
AB BC BC AE AB AG CC AF AH GF AB AB
AC DF CC AA AA AG CH AA AG AE BB BB
AA AB CC AE CC AA AE AA AA EF AA AB
AC DE AA AB EF AA AC AA AA AH AB AB
AD CC BC BB BE AA BC AA AA AF AB AB
AA BB CC AB AA AA AC AA AH FF AB BB
AA CD AD AB AC AD CC AA CH AF AA BB
AC CC AC AA AA AA AC AA AA FF AA AB
AB BC AC AB AA AG AC AF .. AB AA AA
BC CE AC AB AF AC AF AA HH BF AB BB
AC CC AD AA AA AA AA AA AA FF AA AB
ID = 17
Name = Aidin
CC BC BC BC AC AD AC AA AC AF BE AB
CC BC AC AC BB AA AG AA AA CF AB BB
AB EE AD AA AF AB AB AA AC BF AB BB
AA BD CC AB AE AG AD AA AD AF AB AB
BC AB CF AE AA AD CC AA AA AF AC AB
AB DD CD AA AB AA BD AA AF CF AC BB
BC BD CI AC AA AA BG AA AA BI AB AB
AB BD AC AB AA AA AA AA DH AF AA AB
BC CC AB BC BB AA AA AA AG HF AB BB
ID = 18
Name = Limasol
BC EF AM BB AC AG AB AA AH FF BC BB
AB BC AA AA BC AE CC AA AA AE AC AB
AB BC AC AA CE AG AC AA AF CF AA AA
AC DD DD AB AE AA AA AA AH AA BB AB
CD CD AD CC CC AA AA AA AC AF AC AB
AC BB AA AB CE AD AC AA AA AA AC AB
BC BI BE AB AA AG BF AA AA AA AB BB
BB DD AC CL AC AB AA AA AH EE AA AB
AC EE AE CC CE AG AB AA AF AF AB AB
CC BE AA AB AF AA AC AA AH AA AC AA
AC BE AB AC AB AA AA AA AA AA AB AB
AC BE AD BC BC AD AA AA AA AI AB BB
AC BC AC JJ AB AD AA .. CD AE AB BB
BB DE AA JJ AC AB AA AA AD EE AA BB
BC CD AA CL CC AD AA AA AC BF AC AB
AC CF CC AB BE AG AC AA AA BB AB ..
AB EE AC AA AB DG AA AA AA BF BB AA
AC AD AC BB AE AE CC AA AA BG AB AB
BC DE AM BB AA GF AC AA HH AF BB AB
AC CC AD AC AC DE AC AF AD EH AA AB
CD BE AC AB AC DG AB AA AD AB BC BB
AB DE AE AC AE GF AF AA AH AB AB AA
AC CD DD AC BB AA AA AA DH AH AA AB
AA CC AC AC AA AD CH AA CG BE AA AA
AA BB AA BB BC DD AA AA AA AC AB AB
CC BE AA AB AC AA AA AA AA AF BC AB
AC EF AA AA AA AE AC AA AA EE AB BB
AA DE AC BC AA AD AC AA AC AE BC AB
AD CE AA BC BB DG AA AA AF BF AB AA
AC DE AI AB CE BG AA AD AA BF BB AB
ID = 19
Name = Nicosia
BC BE AB AA AE AB AC AA AA AB AA AA
AC CC AD AC AA AA CK AA AA EF AB AA
CC BC AC AA DE CD AA AA AD FF AC AA
BB CD AF BE AE AG AC AD AD AE AB AB
CC BB AA AC AC GG AC AA AD FF AA AB
BC CD AA AE AE AD AB AA AA CF AA AB
AC DF AB BK AC GG CC AA AC AF AA BB
AC BE BD AB AE AG AC AA AF AE AB AB
AB BE AC AE AE AG AC AA AA FK BB BB
BC BB AB AB AE AB AC AA AA AB AA AA
BB BE AF AC AC AG AF .. AD AG AA AA
AD EE CI AE CC AA BF AA AD BE AA AB
AC DN AB AB AB AD BC AA AC BE AC AB
BC CC AA AC BB AD BC AA AD AB AA AB
CC BC AD BE AE AD CF AA AH FF AB BB
BC CC AA AE BC AC AA AE AH EH AA AB
BC CC AA AC BB AD AC AA AD AB AA AA
CC DF AC AE AC AA BE AA AG EH AB AA
CC BF AC AA AA AC CL AA CH BC AC AB
CC DE AC CE CE DD AB AA AA BF AB AB
CC BC DD AB BE AD AA AA AC AE AA AB
AC CE AC AC CD CD AC AA AD AF AC AA
BD CC AA AB AE AA AA AA AD BH AB BB
AC DF AC EJ AE AC CL AA AA AC BB ..
ID = 20
Name = IsraelSB
AC EE CC AA AB AE AJ AA .. .. BC AA
BC CC AA BB AA AD AF AA .. .. AB BB
CC BC AC AE DE CE AA AA .. .. AA AB
BC CD AE AC AA AA AA AA .. .. CC AB
AC DF CC BB AA AD AA AA .. .. AB AB
BC CC AA CE AE AA AB AA .. .. AA AB
AC DE CH BB BC AD AA AA .. .. BC AB
AC CC CF AB AB AA AA AA .. .. BC AB
BC CE CC BE AA AA AA AF .. .. AC AB
AC CC AE AA AB AA AA AA .. .. AA AB
AB CE CE AA AE AA AC AA .. .. BB AA
AC BD CE BB CC AA AC AG .. .. CC AA
BC BE AC BK BC AA AC AA .. .. AB BB
AC DE AC AC AB AE CF AA .. .. .. AB
CK CF AA AC AB EE AC AF .. .. AB AA
AK BE AA AB AA CF AA AB .. .. BB AB
BB AC AA AB CE AD AO AA .. .. AA AA
BC EE CC AB AE .. AA AA .. .. AA AB
ID = 21
Name = Calaveras
CC .. CC AC .. AD CC .. .. .. AB AB
CC DD AB AB AB AG AC AA .. .. .. AA
AC .. AA AB .. AA AA AA .. .. BB AA
BC .. CA .. .. AA AA AA .. .. AB AB
AA DD CC .. BB AG AC AA .. .. .. BB
BB BD CA AC AE AA AA AA .. .. AA BB
BB BC CA .. AE AE AC AA .. .. AA BB
BC BI CC AA BB GG AC AA .. .. AA AB
AB CD FF AA AC AG AA AA .. .. AB AA
BB .. CB AA .. AA AC AA .. .. AA ..
AC BD AA BE .. GG AA AA .. .. AB AA
BB BC CA BB AC GG AA AA .. .. AA AB
AB BC CC AE .. GG AA AA .. .. AB AB
BC BB CA AA AC AC AA AA .. .. AA AA
AB CE CA AA AB AG AC AA .. .. AB AB
AA DD CA AE AB AD CC AA .. .. BB AA
KK .. CA AA .. AA AC AA .. .. AA BB
BC BB CC AA AE AA AC AA .. .. AA BB
BC BC CC AA .. AA CC AA .. .. AA BB
AC CD CC AB .. AD CC AA .. .. AB BB
BC BE CC AA BC AA AC AA .. .. BB AA
AC BB CA AA BC AF AC AA .. .. AB AB
CC DD CC AC AC AD AE AA .. .. AB AA
AC BD CC BB AB CE AA AA .. .. AA BB
AC CC AA AA BC AG AA AA .. .. BB AB
CC BE AA AC BE AG AC AA .. .. AB AA
AA CC CM AC CC AG AE AA .. .. AA AB
BC BI CB AA CC AA AA AA .. .. AA AB
.. BD CA CC AC AG AE AA .. .. AB AB
.. BD CF AA BC AD AC AA .. .. AB AA
ID = 22
Name = Napa 2004
CC BD CC .. .. AA AC .. .. .. AB AB
.. BD AC AA .. AA CC AA .. .. AA AA
CK CD CC AC AC AA AA AA .. .. AA AB
CK BC AM AA .. AF AC AA .. .. AB BB
.. BC AM AA CC AA AC AA .. .. AA BB
.. BC CM CE .. GG AC AA .. .. AB AB
CC DE CC AC AE AC CC AA .. .. BB AA
BC .. AF AA AB GG AE AA .. .. AB ..
CC BC AB AA AA AA AC AA .. .. AB AA
AK CE AA AB BB GG AC AA .. .. AB AB
BB .. AA CC AA AF AC AA .. .. AB BB
BK .. AC BC AB AA AC AA .. .. BB BB
AK CC AC AB CC AE CC AA .. .. BB AB
AK CC AA AA AE AA AC AA .. .. AB AA
CC DE FM AA CC AG AA AA .. .. AA AB
AK CE CC AB BE AG AC AA .. .. AA AB
AB .. CA AB .. AA AA .. .. .. AA AB
CC BD CC AA AA AF AA AA .. .. AA AB
CC CE AF AB AB AA AC AA .. .. AA BB
AC .. BC AA .. AA AC .. .. .. AB AA
.. BI AA AA BB AA AC .. .. .. AB AB
AB BE CA AA BB AG AF .. .. .. AA AA
AC BB AB AA AB AD AC AA .. .. AB BB
BB BC AA AA CC AA CC AA .. .. AA AA
CC BE AA AB BB AC AC AA .. .. AA AA
AC .. AC AA AB AC AA AA .. .. .. AB
AB .. AC AA .. AA AC .. .. .. BB AA
CC DE AA AA AB CD AC AA .. .. BB AA
BC BC AC BC AB AA AA AA .. .. AA AA
AB .. AA AB .. AA AA .. .. .. AA AA
.. BD CC .. .. AC .. .. .. .. AB ..
.. .. CF .. .. AG .. .. .. .. BB ..
.. .. CA .. .. .. .. .. .. .. AB ..
.. .. .. .. .. .. .. .. .. .. AB ..
ID = 23
Name = Solano
BC BD CA AA .. AG CE .. .. .. AC AB
AC BE CA AA AB AG AC AA .. .. AA AA
BC BC FF AA AB AA AC AA .. .. BC AB
BC BC FF BC BC CD CC AA .. .. AA AB
BC DD CA AA AB AD AA AA .. .. BB AB
AC BI CF AA AA GG AC AA .. .. AB AB
AC CD CC BC BE AA AC AA .. .. AF AB
CC EI AF AA AC AF AC AA .. .. AA AB
BC DE CF AA AA DG AC AA .. .. BB AA
.. BE CN AA BE AA AC AA .. .. AB AA
CC CI .. .. .. AA AA AA .. .. AB AB
CC CE CF AA AB AA AA AA .. .. AA AB
CC DE CF .. AA AG AA AA .. .. AA AB
BC DE CF AB AC AG AA AA .. .. AB AA
BC .. CG AB BB AC AC AA .. .. AB AA
CC CC .. .. BB AA AC AA .. .. AB AA
BC BC CF AA AA AA AA AA .. .. AB AB
CC BE CC AB AE AF AC AA .. .. AA AB
BC BD CG BC BB .. AE AA .. .. AF AB
CC CD CA CC AB AG CC AA .. .. AA BB
AC DD CA BC BE AA AC AA .. .. AC AB
CC DI CA AB BC .. AC AA .. .. AA AB
CC BB CA AA CC AG CC AA .. .. BC AA
BC BB AF AE AB AG AC AA .. .. BC AA
BC DE AA AA AC AA AA AA .. .. AB AB
.. DD CC AA CE AA AC AA .. .. AA AB
AC BB CC AA BB .. AA AA .. .. BC AB
AC BB CC CC BC AA AC AA .. .. BC BB
CC DE CF AB AC AD AE AA .. .. AB AA
CC .. .. AB AA AA AC AA .. .. AA AA
.. .. CA .. .. AA .. .. .. .. AH ..
.. .. CA .. .. AC .. .. .. .. AB ..
.. .. CA .. .. .. .. .. .. .. CC ..
.. .. CA .. .. .. .. .. .. .. AA ..
.. .. .. .. .. .. .. .. .. .. AA ..
ID = 24
Name = Yolo Davis
BK .. .. AC .. AC CC .. .. .. AB AA
BC .. AA AE .. AA AA .. .. .. BB BB
CK .. AF AB AC AA AC .. .. .. AB AA
AC .. BC AA AC AA CE .. .. .. AB AB
BC .. CC AA BC AD AC .. .. .. AB AB
AC .. AC AE BB CG AC .. .. .. AB ..
CC CD AC AA AC AA AC AA .. .. AB BB
KK BC AA AA BB AG AA AA .. .. AB AB
AC EE AB AA AB AA CC AA .. .. AA AB
CC BB AF AB AA AG CC AA .. .. AA BB
AK DI BC AB AA AA AC AA .. .. AA AA
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KK BE CC CC AA AA CC AA .. .. BB AB
CC CD CC AA CC AG CC AA .. .. AB AB
CC BD AC AA AB AA AC AA .. .. AB AA
CK CD AC AA BC AG AC AA .. .. BB BB
AB DI AF BB AB AA AC AA .. .. AA AB
AC BC AC .. BC AA AA AA .. .. AB AB
BC DC AC CC AC AE AI AA .. .. AA BB
AA BD CC AA BC AA CE AA .. .. AB AB
AC CD AC AA AC AE AA AA .. .. AA AA
CK CI FM AA AE AD AA AA .. .. AA AB
BC BD AA AC AA DE AA AA .. .. AA AA
AC BD AC AA AA AA AA AA .. .. AB AB
BC CE CC AA BB AE CC AA .. .. AB AB
CC BE CF AA BC AA AC AA .. .. AB AB
BC BC AC AA AC GG AA AA .. .. AB AA
BB BC AC AC BE AD AE AA .. .. BB AA
BC DE CC AA AB AA AC AA .. .. AA AA
AK DI AA AA AC AA AC AA .. .. AB AB
CK DD AC AC AA AA CC AA .. .. .. AB
.. .. AM .. .. AD .. .. .. .. .. ..
.. .. AC .. .. AG .. .. .. .. AB ..
.. .. AM .. .. .. .. .. .. .. AB ..
.. .. AC .. .. .. .. .. .. .. AB ..
.. .. AC .. .. .. .. .. .. .. AB ..
ID = 25
Name = Yuba
BC .. AA AA .. AC CC .. .. .. AA AA
AC .. AB .. .. AC AC .. .. .. BB AB
AC .. BB AA .. AE AA .. .. .. BC AA
AC .. BB AC .. AA AA .. .. .. AA BB
BC .. BB AA .. AF AC .. .. .. AB AB
BC .. BB AA .. AA AC .. .. .. AB AB
BC .. AC AA .. AE CC .. .. .. AB BB
CC .. BC AC .. AA AA .. .. .. AC AA
AC .. AB .. .. DE AC .. .. .. AB AB
BB .. AB .. .. AA AA .. .. .. BB AA
AC .. AB AA .. EE AA .. .. .. AA BB
BC .. AI AA .. AF AC .. .. .. AB AB
BC .. AA .. .. DG AC .. .. .. BB AB
BB .. AB AC .. AD CC .. .. .. AA AA
.. .. AB BE .. AA AC .. .. .. AA AA
AC .. AB AA .. DE CC .. .. .. BB AB
AC .. BB AE .. AE AC .. .. .. AB AB
AC .. .. AA .. AA AA .. .. .. AB AB
AB .. AA AA .. AA AC .. .. .. AB AA
AC .. AB AB .. AE AA .. .. .. AA AB
AC .. AB AC .. AE AA .. .. .. AB AB
BC .. AA AA .. AF AC .. .. .. AB AB
BC .. BM AA .. AD AC .. .. .. AA AA
AA .. AB AB .. AE AC .. .. .. AB AA
AA .. AC .. .. AA AC .. .. .. AA AA
BB .. AA AE .. AA CC .. .. .. AB BB
AB .. AI AA .. AA AC .. .. .. AA AB
AB .. AM .. .. AF AC .. .. .. AA AB
AB .. AB AA .. AA AA .. .. .. AB AB
AB .. AB .. .. AF AC .. .. .. AB AA
.. .. AC .. .. .. .. .. .. .. .. ..
.. .. AB .. .. .. .. .. .. .. .. ..
.. .. AA .. .. .. .. .. .. .. .. ..
.. .. AA .. .. .. .. .. .. .. .. ..
ID = 26
Name = San Luis 2004
BC BE AA AE BB AD AA AA .. .. AA AB
BC DC .. .. AC AA AA AA .. .. AB AB
AA DE CC AB BC AC AC AA .. .. AB AB
AC BI CC AA AC AA AC AA .. .. AB AA
BC BE AA AA CC AE CK AA .. .. AB AB
AC BB AB AA AA AA AC AA .. .. AA AA
BB DD CC AA BC AA AA AA .. .. AC AB
AC BE CC AA AB AE AA AA .. .. AA AB
BC BD AA AA BC AA AA AA .. .. AA AB
AB BD CF BE AC AA AC AA .. .. AA AB
BC BD AC .. AC AA AC AA .. .. .. AB
AB EE BC .. AA AD AC AA .. .. AB AB
BC BD AB BE AC AD AC AA .. .. .. BB
AC BB CE AA BB AE CC AG .. .. .. AA
BC BC AC .. .. AA AC AA .. .. .. AA
AC CI AA .. AC AF AA AA .. .. .. AA
AC BD AE AA BB AA AC AA .. .. .. AA
AA BB BC AA BB .. AA AA .. .. .. AB
AB BD AA BC BB AD AC AA .. .. AA ..
BC DE AB AA AA AD AC AA .. .. AB AB
BC DE CC AA BC AA AC AA .. .. AB AB
BC CI AA AA AC CE AC AA .. .. AA AA
CC BB AA AA BC AA AC AA .. .. AB AA
AC DE CF AA AA AA CC AA .. .. .. AA
AC .. .. .. .. AA AA .. .. .. .. ..
AC BD CC .. .. AC AA AA .. .. .. AB
AB DD AB AA CC AA AC AA .. .. AB ..
AC BD AF AE BB AA AC AA .. .. AA AA
BC EI AC AA AB AA AC AA .. .. AA AB
BB CE AC AC AA AA AC AA .. .. AB AA
.. .. CF .. .. .. .. .. .. .. AB ..
.. .. .. .. .. .. .. .. .. .. AA ..
.. .. .. .. .. DE .. .. .. .. AB ..
.. .. .. .. .. AA .. .. .. .. AA ..
.. .. AC .. .. AE .. .. .. .. AB ..
ID = 27
Name = N Silverado 2008
.. BB AA BC AB AF AA AA .. .. AB AB
AC CI AC AC AC AA AA AA .. .. AB AA
CC BE AA AA BE AA AC AA .. .. AA AB
AA BC AM AB BE AD AC AA .. .. AA AB
CC BD AC AC BB AA AC AA .. .. BB AB
CH CE CC AB BC AA AA AA .. .. AA BB
BC BD BC AA AC DG AA AA .. .. BB AA
BB DE AA AB EE AA AA AA .. .. AA AA
CC BE AC AA AC DG CC AA .. .. AB AA
AB BD .. AC AA AA AA AA .. .. AB AB
BH BB AA CC AA AA AA AA .. .. BB AB
BC BD AA AA AB AA AA AA .. .. AA AA
AB DD AC AB CE AC AC AA .. .. AA BB
BC BD AC AA AB GG CF AA .. .. .. AA
CH CE AC AA CC DE AA AA .. .. AB AA
CC BD CC AB BC AA CC AA .. .. AB AA
CC BD CF AA AC AA AA AA .. .. AB AB
CC BE AA AB AC AA CC AA .. .. AB BB
BH BD BM AA AE FG AC AA .. .. AB AB
BC BB BC AA AC AG AC AA .. .. AB AB
AB BD CM AB AB AA CC AA .. .. .. AA
AC DE AC AB BB AA AC AA .. .. AA AB
AC BE CC AA AA AA CC AA .. .. AA AA
AB BE BC AA AB AA AA AA .. .. AB AB
BC CE BC AB BC AA AC AA .. .. BB AB
BC CE BF AB AE AE AA AA .. .. .. BB
CC DE CM AA AC AA AC AA .. .. BC AA
BC BC AF AC AC AA AA AA .. .. AA AA
CH BC AF AB BB AA AA AA .. .. AA AB
AB BD BC AA AB AG AA AA .. .. AB AA
ID = 28
Name = San Diego 2002
AA .. CC AB CC AA AC AA .. .. AB AA 
AB .. CF AC AB AA AC AA .. .. AB AA
CC .. AA AB AC AG CC AA .. .. AA AA
AB .. DF AB BC AC AA AA .. .. AB AA
CH .. AF AC AB AD AC AA .. .. BB AB
BC .. AC BE AC AA AC AA .. .. BB AB
CH .. AF AB AB AG CC AA .. .. AF AA
BC .. CF BK BE AC AF AA .. .. AA AB
CH .. AA AB .. AA AC .. .. .. .. ..
AA DE AC AB AC AA AA AA .. .. AB AB
.. CE DF AB AC AD AC AA .. .. BB BB
BC .. FF AB AB AD AC AA .. .. BB BB
AC CC AC AB CC AD AF AA .. .. BB AA
AA BB AC AA BC AD AA AA .. .. AA AB
AA EI CD AC CC AA CC .. .. .. AB ..
CC EF AA AC AB AA CC AA .. .. AA AB 
AB EE AA AB .. AA AC AA .. .. AA AA
CH DI CD AB AC AA AA AA .. .. BB AB
CC EF AA AB AB DE AA AA .. .. BB BB
AB DD AF AC AB AG AC AA .. .. BB AA 
AC CD CF AB AB AA AA AA .. .. AA AB
AC EE AC AB CC AA AC AA .. .. BB AA
BC EF CC AB AC AD AC AA .. .. BB AA
CC .. CD AB AC AA AC AA .. .. BB ..
BC .. CD AB AE AG .. AA .. .. .. AB
CC .. AC AB AC AC AI AA .. .. AB AB
AH CE AC AB AB AG AC AA .. .. AB AA
AA BD DF AB AC CG AA AA .. .. AA BB
CC BD CC BK AA AG AI AA .. .. AB AB
CH BD CC BK BE AC AC AA .. .. AB AB
ID = 29 
Name = San Diego 2005
BC BE BF AB AB CG CC AA .. .. AB AA
AB BE CF AC BE AD AC AA .. .. AB BB
AA BE AB AB CC AA AC AA .. .. AB AB
BC CD CC BK AC .. CC AA .. .. AA AA
BC BE CC AC BC AD AC AA .. .. AB AB
BC CE AC AB AC AA AA AA .. .. AA AB
AB DE AF AB BC DG AC AA .. .. BB AA
BC CC AA AB BC AD CC AA .. .. BB AB
CC BD AC BC AC AA AC AA .. .. AA AA 
CH CD AA AC AA AG AC AA .. .. AB BB
CC BD CF AB CC AA AC AA .. .. BB BB
BC DE AC BB AE AA AC AA .. .. AB BB
AC EE AF AB CE AG AC AA .. .. BF AB
CC CI AC AB AC AD AC AA .. .. AB AB
CC BB AC AB BC AA AA AA .. .. AB AB
AB EE CD AC AC AC CC AA .. .. AA AB
AC DI AF AB AB AG CC AA .. .. BB AB
CC .. AA AC AC AG .. AA .. .. AB AA
AH CE AF AB CE AA CF AA .. .. AB AA 
AC BB AC AB AB AA AC AA .. .. BB AA
BC II CD AB AC AA AI AA .. .. AB AA
CC DE FF AB AB AA AA AA .. .. AA AA
BC BC AD AB AC AG AC AA .. .. CF AA
CC BB AB AB BC AC AA AA .. .. BB AB
BC BE AF AC AE AA AA AA .. .. AA AA
BC CE AF AC AC AG CC AA .. .. AB BB
CH BC AF AB BC AA AA AA .. .. BF AB
AC BB CF AB AA AA AC AA .. .. BB AA
AC BE AB AC BE CG AC AA .. .. AB AB
CH CI .. AB AA AD AA AA .. .. BB BB
ID = 30
Name = San Diego 2009
AB DD AF AB BC .. AA AA .. .. AC AA
BH BI AC AC AA AC CI AA .. .. FF AA
AC EI AC AB AC AA AA AA .. .. BB BB
BC BD CF AC BC .. AC AA .. .. AB BB
BC BB AF BB BC AD AA AA .. .. AB BB
AB BE AA AB AC .. CC AA .. .. AA AA
CH DE AM AB AC GG AC AA .. .. AB AA
BB DI AF AE BC AD AC AA .. .. AB AA
AC CD AA AB CE AA AC AA .. .. AC BB
BC DE FF AB CC AA CC AA .. .. .. AA
BC BC BC AB AC AA AC AA .. .. BC AA
BB .. AC AB BC .. AC AA .. .. AF AA
AC BE AM AB AA AA AA AA .. .. AB AA
BH BC AA AB BE AA AC AA .. .. AB AA
AC .. .. AB BE .. AC AA .. .. AB AA
AA CD AF AB CC AC AC AA .. .. AB BB
BC DE CC CC AB .. CC AA .. .. AC AB
BH CE AC AB AB AD AC AA .. .. AA BB
CH DE CF AB CC AA AA AA .. .. AB AA
AC BE AC AA BC AG AC AA .. .. AA AB
CC BE AC AB AC AA AC AA .. .. AF AB
.. BB AA AA BC AA AC AA .. .. AB AA
CC EE CC AA AC CG AC AA .. .. BB BB
AC DD AM AB BC AA CI AA .. .. AC AA
AA BD BC AB BC .. AA AA .. .. BB AB
CH BD AF AA AB AD CC AA .. .. AF BB
AC DE AF AA AC AA AA AA .. .. AB AB
BC DI CC AB AA AD CC AA .. .. BC BB
AC DE FM AB AC AA AA AA .. .. AB BB
.. BI .. AA AC AD AC AG .. .. BB AA
ID = 31
Name = SLO 2002
AB BD CM AB BB AG .. AA .. .. AB AB
AC CD AF AB AB AA .. AA .. .. AB BB
BC EE FF AC BE AD AC AA .. .. BB AA
AC EI FF AA AC AC CC AA .. .. AB AB
BC BC FF AA BC AA AC AA .. .. AA AA
.. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. ..
AC BD AA BC BC DF AA AA .. .. AB BB
BC BB AC AA BB AD AC AA .. .. AA BB
AC BE AC BC AA AA AA AA .. .. AB AB
.. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. ..
CC BD AC AB AC AA AC AA .. .. AB AB
CC BD AF BC AB AC CC AA .. .. AB AB
CK BE AC AA AC AA CC AA .. .. AA AA
AB BE CC AA AA AA AC AA .. .. AB AB
BC BI AM .. .. AG AC AA .. .. .. BB
ID = 32
Name = SLO 2006
CC BD AC AC AC AA AA AA .. .. AB BB
BK CI AC AB BC AD AC AA .. .. AA BB
CC BC AC AB AB AC AC AA .. .. AA ..
BK BB AC AB AB AA AC AA .. .. AB AB
BC DD BC AA AE AA AC AA .. .. AB BB
BK BE AC AB AB CD AC AA .. .. AA BB
BC DD AF BE BC AC AA AA .. .. AB AB
BC BD AA AB AA AC AC AA .. .. AC AA
BC BE CC AA AB AC AC AA .. .. AB BB
KK CD AC AB AB AC AA AA .. .. AF AA
BC BC CC AA BE AD AC AA .. .. AF AB
AC BB CD BC AC AG CC AA .. .. BC AA
AB BB AA AB AB AE AC AA .. .. AA BB
AK BD CF AC AB AC AC AA .. .. AC AB
BC CD BC AB AC AC AA AA .. .. BB AB
AC BD AA AA AB AA CC AA .. .. AB AB
AK BC BC AB AC AD AC AA .. .. AA BB
CK BB AA AC BB GG AC AA .. .. BC BB
CK BB AF AB AC AD AC AA .. .. BC AB
AA BC AD AB AA AG AC AA .. .. CC AB
AA EI AC AB AA AC CC AA .. .. AC AB
BC DE AC AC BC EE AA AA .. .. AF AA
AC BI AC .. AE AC AA AA .. .. BB ..
AC BD AA AA BC AC CC AA .. .. AF BB
AC CE AA AA AA AC AC AA .. .. AB ..
AB DE AF AB AC AC AA AA .. .. BB AA
AK DD BC AB AB AC AA AA .. .. AC BB
BK BE AC AC AC AF AA AA .. .. AF AA
CC BI CC AC AE AG AA AA .. .. AB ..
CC BB AC AB AB AG CC AA .. .. AB BB
ID = 33 
Name = SL Atascadero 2008 
BC DE BC BE AA AC AC AA .. .. AB AA
AC CD CC .. AA AA AA AA .. .. BB BB
CC BI AC BB AE AA AA AA .. .. AB AA
AC CI CF AC BE AD AC AA .. .. BB BB
AA BD AA AB BC AD CC AA .. .. AC AB
CH BC AC AB AB AA AC AA .. .. AC AB
AH BB AC AA AC AA CC AA .. .. AB BB
CH BB AA AA AB AA AC AA .. .. AA BB
AH BD AC AA BC AD AC AA .. .. AA AB
AC BB AF AB BC AD CC AA .. .. AA BB
AB .. AC .. BB DG AC .. .. .. BF AA
CC BC AA BC AC AA AC AA .. .. BB AB
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BC DD CC BE BB AD AC AA .. .. BB AB
BC DE AB AB AA AC AC AA .. .. AA AA
AH BB CC AA AB AD CC AA .. .. AA AB
AH BB CC AA .. AD AC AA .. .. AB AB
AH BB AC AA .. AD CC AA .. .. AA BB
AB BC AF AA AB AA AA AA .. .. AA BB
AA EI CD AA AE DD CC AA .. .. BB BB
HH BB AA AA AB AD CC AA .. .. AB AB
AA BB AC AA AB AA CC AA .. .. AA BB
BC BE CD AA AA AA AC AA .. .. AB AA
BC .. AC AA AA AA AA AA .. .. AC BB
AA EI AC AC AE DD CC AA .. .. .. BB
CH BD CD AA .. AA AC AA .. .. .. BB
CH CC AC BC .. AA AC AA .. .. .. AA
ID = 34
Name = Los Angeles 1999
AB DI CC AB AC AG AC AA .. .. BB AB
CH II CF .. BC AA AC AA .. .. AA AB 
BC DD FF AB BB AC CC AA .. .. AF AB
AB BE CF BC EE AA AC AA .. .. AA AA
BC CI CC BC AB FF AA AA .. .. AA BB
HI BB CF AC BB EH AC AA .. .. AA ..
AC CE AF AA AB EE CF AA .. .. AC AA
BC II CF AC AB AF AC AA .. .. AA AB
BI CD CF AB AB AH AC AA .. .. AA AA
CC II CF BC BB DD AA AA .. .. .. BB
ID = 35 
Name = Fresno 2001
AB BB BC AB BE AH AC AA .. .. BB AB
AC BD CC AB .. AA AA AA .. .. AF AA 
AH BE AD AB AA AE AA AA .. .. BB AB
CC BB CC BB AC AH AA AA .. .. AA AA
CC CE DF AA BC AA CC AA .. .. AA AA
AH CE AC AB BE AA CC AA .. .. AB AB
AB BC BC BC BE AH CC AA .. .. BB AA 
CH CD CC AB .. AA AA AA .. .. BB AB
AB BB CD AC AE AC AA AA .. .. .. AA
BC .. AA AA AC AE AA AA .. .. .. AA
BC .. AD BC CE AA AA AA .. .. BB AA
AC CC AA AB AC AA CC AA .. .. AA AB
CC AA CD AB AA AA CF AA .. .. AA AA
BC .. AC AB .. AA CC .. .. .. AA AB
CC BC BC AA AB AH CC AA .. .. BB AB
BC CE AC AB .. AH AC AA .. .. AB AA
AB .. .. AB .. AE .. AA .. .. BB AB
BH BB CC AB AB AH AC AA .. .. AA AA











POP          
   Gim, 0203 0303 0303 0101 0103 0107 0303 0101 0101 0102
   Gim, 0303 0306 0303 0102 0103 0107 0101 0101 0103 0202
   Gim, 0303 0406 0204 0102 0102 0107 0103 0101 0101 0202
   Gim, 0303 0305 0303 0101 0303 0101 0101 0101 0102 0202
   Gim, 0303 0304 0203 0101 0105 0101 0303 0101 0101 0202
   Gim, 0102 0305 0204 0102 0303 0101 0216 0101 0103 0202
   Gim, 0102 0305 0305 0102 0305 0101 0103 0101 0101 0202
   Gim, 0102 0304 0203 0102 0303 0107 0303 0101 0103 0102
   Gim, 0000 0304 0203 0102 0303 0101 0303 0101 0103 0202
   Gim, 0203 0305 0304 0102 0205 0101 0101 0101 0101 0202
   Gim, 0102 0305 0205 0205 0106 0101 0101 0101 0101 0202
   Gim, 0203 0305 0303 0102 0303 0101 0203 0101 0102 0102
   Gim, 0103 0304 0305 0101 0102 0101 0203 0101 0103 0202
   Gim, 0303 0406 0303 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   Gim, 0102 0306 0303 0110 0505 0104 0206 0101 0101 0202
   Gim, 0203 0204 0305 0205 0203 0104 0303 0101 0103 0202
   Gim, 0103 0106 0303 0305 0101 0101 0303 0101 0102 0202
   Gim, 0102 0304 0203 0101 0103 0107 0102 0101 0103 0202
   Gim, 0204 0203 0303 0102 0101 0101 0102 0101 0102 0102
   Gim, 0203 0306 0303 0102 0303 0101 0303 0101 0102 0102
   Gim, 0101 0303 0305 0105 0103 0101 0303 0101 0103 0202
   Gim, 0203 0306 0303 0202 0303 0104 0103 0101 0101 0202
   Gim, 0203 0404 0304 0101 0205 0307 0103 0101 0303 0102
   Gim, 0303 0306 0303 0102 0303 0101 0102 0101 0101 0102
   Gim, 0203 0304 0304 0102 0303 0101 0303 0101 0103 0202
   Gim, 0203 0304 0303 0103 0202 0101 0203 0101 0103 0202
   Gim, 0303 0203 0101 0102 0106 0101 0101 0101 0102 0202
   Gim, 0103 0303 0303 0101 0202 0101 0102 0101 0101 0102
   Gim, 0202 0303 0303 0102 0205 0101 0101 0101 0101 0202
   Gim, 0103 0404 0303 0101 0000 0101 0102 0101 0102 0102
POP          
   Lis, 0203 0303 0203 0101 0306 0106 0103 0101 0102 0202
   Lis, 0103 0204 0210 0103 0105 0101 0102 0101 0103 0202
   Lis, 0303 0505 0305 0102 0305 0101 0103 0101 0101 0202
   Lis, 0304 0303 0103 0101 0103 0101 0108 0101 0103 0202
   Lis, 0103 0303 0312 0103 0203 0101 0103 0101 0202 0102
   Lis, 0103 0304 0103 0102 0103 0107 0112 0101 0103 0202
   Lis, 0103 0305 0105 0102 0303 0101 0102 0101 0101 0202
   Lis, 0203 0103 0103 0101 0101 0106 0103 0101 0103 0202
   Lis, 0303 0304 0203 0101 0202 0107 0102 0101 0103 0202
   Lis, 0303 0505 0303 0101 0205 0107 0102 0101 0103 0202
   Lis, 0203 0304 0103 0205 0303 0103 0112 0101 0101 0202
   Lis, 0203 0309 0303 0101 0105 0101 0102 0101 0101 0202
   Lis, 0303 0405 0303 0101 0205 0107 0102 0101 0101 0202
   Lis, 0203 0303 0103 0101 0303 0107 0102 0101 0101 0202
   Lis, 0203 0304 0203 0102 0303 0101 0113 0101 0103 0202
   Lis, 0102 0203 0303 0101 0000 0101 0103 0101 0101 0000
   Lis, 0103 0405 0304 0101 0303 0101 0103 0101 0000 0202
   Lis, 0303 0304 0305 0102 0305 0101 0102 0101 0101 0202
   Lis, 0303 0304 0303 0101 0103 0101 0101 0102 0101 0202
   Lis, 0203 0303 0203 0102 0306 0101 0103 0101 0101 0202
   Lis, 0102 0303 0203 0101 0102 0101 0106 0107 0102 0202
   Lis, 0103 0304 0303 0102 0606 0101 0111 0101 0102 0102
   Lis, 0303 0301 0303 0103 0306 0101 0103 0101 0102 0102
   Lis, 0203 0404 0104 0101 0102 0101 0102 0101 0101 0202
   Lis, 0103 0303 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0101
   Lis, 0103 0305 0303 0304 0303 0101 0103 0101 0101 0202
   Lis, 0103 0303 0306 0202 0206 0101 0101 0101 0102 0102
   Lis, 0000 0305 0306 0102 0103 0109 0303 0000 0102 0000
   Lis, 0203 0303 0307 0202 0203 0102 0103 0000 0202 0102
POP          
   Mur, 0106 0204 0102 0102 0303 0101 0103 0101 0101 0202
   Mur, 0103 0206 0303 0101 0103 0101 0101 0101 0303 0202
   Mur, 0103 0205 0303 0101 0103 0104 0102 0101 0101 0202
   Mur, 0102 0207 0303 0202 0203 0105 0102 0610 0303 0202
   Mur, 0102 0406 0306 0102 0102 0101 0103 0204 0103 0000
   Mur, 0101 0202 0304 0103 0203 0101 0303 0101 0101 0102
   Mur, 0303 0204 0303 0102 0203 0101 0303 0101 0101 0202
   Mur, 0106 0204 0203 0102 0303 0101 0101 0101 0103 0102
   Mur, 0101 0207 0303 0102 0103 0101 0101 0101 0103 0202
   Mur, 0203 0202 0103 0101 0105 0101 0101 0101 0101 0202
   Mur, 0101 0204 0303 0202 0305 0101 0103 0101 0101 0202
   Mur, 0203 0303 0304 0102 0103 0101 0209 0101 0103 0202
   Mur, 0102 0304 0303 0101 0102 0107 0103 0101 0101 0102
   Mur, 0103 0404 0303 0101 0303 0101 0203 0101 0102 0202
   Mur, 0303 0306 0305 0101 0202 0101 0103 0101 0102 0202
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   Mur, 0203 0305 0303 0102 0105 0101 0103 0107 0101 0202
   Mur, 0303 0103 0303 0102 0103 0101 0102 0101 0101 0202
   Mur, 0102 0206 0103 0102 0103 0101 0202 0101 0102 0202
   Mur, 0103 0409 0303 0203 0102 0103 0101 0101 0303 0202
   Mur, 0203 0405 0303 0102 0203 0105 0103 0101 0103 0102
   Mur, 0103 0409 0303 0303 0102 0101 0101 0101 0203 0202
   Mur, 0203 0305 0303 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0202
   Mur, 0102 0303 0303 0101 0203 0101 0306 0104 0103 0202
   Mur, 0103 0305 0303 0102 0203 0506 0101 0101 0103 0102
   Mur, 0103 0303 0303 0102 0203 0101 0303 0101 0102 0202
   Mur, 0103 0305 0103 0101 0203 0101 0102 0101 0102 0202
   Mur, 0101 0303 0303 0101 0303 0105 0101 0101 0202 0202
   Mur, 0203 0404 0303 0102 0203 0105 0101 0101 0303 0202
   Mur, 0103 0303 0305 0102 0303 0407 0102 0101 0101 0202
   Mur, 0303 0305 0103 0101 0105 0101 0101 0101 0101 0202
   Mur, 0103 0304 0303 0101 0103 0101 0102 0101 0102 0202
   Mur, 0000 0303 0303 0101 0105 0101 0103 0101 0101 0000
   Mur, 0303 0309 0303 0102 0203 0101 0101 0101 0101 0202
   Mur, 0103 0203 0203 0101 0103 0105 0101 0101 0101 0102
   Mur, 0103 0203 0206 0202 0203 0101 0307 0101 0101 0102
   Mur, 0303 0103 0303 0102 0203 0103 0202 0101 0101 0202
   Mur, 0303 0105 0303 0102 0103 0103 0103 0101 0105 0102
   Mur, 0203 0405 0303 0101 0203 0506 0101 0101 0101 0202
   Mur, 0203 0304 0303 0101 0103 0107 0101 0101 0102 0202
   Mur, 0103 0404 0303 0203 0303 0101 0303 0101 0102 0202
   Mur, 0102 0303 0202 0102 0102 0101 0106 0101 0101 0202
   Mur, 0101 0204 0303 0101 0205 0101 0306 0101 0103 0202
   Mur, 0203 0311 0303 0103 0103 0101 0102 0101 0102 0102
   Mur, 0103 0303 0305 0101 0304 0104 0103 0101 0203 0202
   Mur, 0203 0311 0303 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Mur, 0103 0304 0203 0205 0102 0104 0102 0101 0102 0202
   Mur, 0203 0506 0303 0101 0102 0101 0102 0106 0103 0202
   Mur, 0103 0303 0203 0105 0203 0104 0203 0101 0103 0102
   Mur, 0203 0304 0303 0103 0103 0107 0102 0101 0101 0102
   Mur, 0303 0303 0303 0202 0102 0101 0103 0101 0103 0102
POP          
   Mad, 0303 0303 0204 0105 0105 0105 0102 0101 0101 0202
   Mad, 0303 0203 0303 0101 0203 0101 0101 0000 0103 0202
   Mad, 0000 0303 0103 0105 0102 0101 0106 0000 0103 0202
   Mad, 0203 0305 0303 0102 0205 0101 0103 0101 0102 0202
   Mad, 0000 0305 0103 0102 0105 0101 0303 0101 0102 0202
   Mad, 0303 0304 0304 0105 0103 0101 0203 0101 0101 0202
   Mad, 0303 0304 0308 0205 0202 0101 0102 0101 0102 0000
   Mad, 0303 0303 0210 0102 0101 0101 0308 0000 0102 0202
   Mad, 0103 0303 0304 0505 0305 0107 0103 0000 0101 0202
   Mad, 0207 0304 0303 0102 0303 0101 0103 0000 0101 0202
   Mad, 0203 0303 0304 0105 0103 0102 0203 0101 0101 0202
   Mad, 0203 0304 0308 0205 0102 0101 0101 0000 0102 0202
   Mad, 0103 0304 0110 0102 0101 0101 0303 0101 0102 0202
   Mad, 0102 0304 0103 0102 0102 0101 0206 0101 0101 0202
   Mad, 0103 0305 0203 0105 0505 0203 0203 0101 0101 0202
   Mad, 0103 0305 0304 0505 0305 0207 0102 0101 0101 0202
   Mad, 0102 0303 0304 0105 0305 0107 0101 0101 0102 0203
   Mad, 0203 0303 0303 0101 0305 0101 0103 0101 0203 0202
   Mad, 0303 0303 0404 0101 0103 0101 0101 0101 0101 0202
   Mad, 0303 0305 0303 0102 0102 0101 0103 0000 0203 0202
   Mad, 0202 0303 0203 0102 0303 0101 0101 0101 0101 0102
   Mad, 0307 0304 0304 0101 0203 0102 0101 0101 0101 0202
   Mad, 0202 0303 0203 0101 0305 0207 0101 0101 0101 0202
   Mad, 0202 0309 0305 0102 0101 0101 0102 0101 0101 0102
   Mad, 0203 0303 0203 0105 0305 0207 0101 0101 0101 0202
   Mad, 0203 0305 0304 0505 0305 0207 0103 0101 0101 0202
   Mad, 0103 0303 0303 0101 0103 0101 0102 0101 0103 0202
   Mad, 0103 0203 0303 0102 0101 0101 0203 0101 0103 0202
   Mad, 0202 0309 0103 0202 0101 0101 0206 0101 0101 0102
POP          
   Arr, 0203 0303 0305 0202 0305 0101 0510 0101 0103 0202
   Arr, 0103 0304 0304 0101 0103 0101 0103 0107 0104 0102
   Arr, 0203 0303 0303 0103 0103 0407 0103 0106 0103 0202
   Arr, 0203 0305 0305 0111 0203 0101 0103 0106 0104 0202
   Arr, 0203 0406 0303 0102 0203 0101 0103 0101 0203 0202
   Arr, 0103 0203 0303 0102 0102 0101 0103 0101 0203 0202
   Arr, 0203 0306 0303 0105 0203 0101 0103 0101 0101 0202
   Arr, 0103 0204 0305 0102 0205 0101 0103 0101 0202 0102
   Arr, 0107 0206 0303 0102 0303 0101 0101 0101 0103 0202
   Arr, 0203 0404 0203 0101 0103 0101 0103 0101 0101 0102
   Arr, 0102 0306 0204 0505 0103 0106 0101 0101 0101 0202
   Arr, 0104 0404 0303 0202 0203 0101 0203 0101 0101 0202
   Arr, 0000 0307 0303 0102 0103 0101 0101 0101 0101 0000
   Arr, 0303 0309 0303 0105 0305 0101 0101 0101 0103 0202
   Arr, 0103 0306 0303 0000 0203 0101 0606 0101 0101 0000
   Arr, 0103 0304 0305 0203 0303 0101 0103 0101 0102 0102
   Arr, 0103 0304 0311 0102 0205 0107 0203 0101 0101 0202
   Arr, 0103 0306 0303 0102 0105 0101 0101 0307 0101 0202
   Arr, 0102 0304 0103 0102 0303 0104 0101 0101 0101 0202
   Arr, 0203 0306 0103 0202 0102 0101 0203 0101 0303 0202
   Arr, 0203 0303 0304 0102 0101 0101 0304 0101 0101 0202
   Arr, 0203 0404 0305 0203 0303 0101 0101 0101 0101 0202
   Arr, 0203 0606 0304 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0202
   Arr, 0202 0204 0305 0205 0203 0101 0303 0000 0102 0202
   Arr, 0000 0306 0103 0208 0305 0107 0102 0101 0101 0202
   Arr, 0103 0303 0304 0101 0101 0101 0101 0101 0101 0202
   Arr, 0102 0305 0303 0101 0203 0101 0303 0101 0101 0102
   Arr, 0103 0303 0303 0102 0305 0101 0103 0101 0101 0202
   Arr, 0103 0303 0303 0102 0202 0103 0104 0101 0102 0102
   Arr, 0102 0304 0303 0102 0203 0104 0103 0101 0101 0202
POP          
   Far, 0405 0205 0203 0102 0103 0105 0102 0101 0104 0102
   Far, 0102 0304 0103 0203 0105 0107 0406 0101 0102 0102
   Far, 0304 0405 0303 0101 0103 0101 0103 0101 0103 0102
   Far, 0103 0304 0303 0102 0102 0101 0102 0101 0103 0102
   Far, 0102 0204 0303 0110 0101 0101 0101 0101 0303 0102
   Far, 0203 0305 0103 0101 0103 0102 0101 0101 0101 0102
   Far, 0304 0304 0103 0102 0101 0101 0102 0101 0202 0202
   Far, 0102 0406 0303 0102 0103 0105 0303 0000 0102 0102
   Far, 0102 0303 0103 0305 0102 0107 0206 0101 0101 0102
   Far, 0203 0206 0305 0101 0105 0607 0101 0101 0101 0101
   Far, 0103 0404 0103 0202 0101 0103 0107 0101 0202 0101
   Far, 0202 0305 0303 0103 0303 0203 0303 0101 0102 0202
   Far, 0103 0205 0303 0202 0203 0101 0303 0102 0202 0202
   Far, 0102 0104 0103 0101 0103 0104 0310 0101 0102 0101
   Far, 0102 0304 0103 0203 0105 0101 0103 0101 0303 0202
   Far, 0205 0303 0303 0303 0103 0102 0303 0101 0103 0102
   Far, 0101 0304 0303 0102 0101 0107 0102 0101 0103 0202
   Far, 0303 0204 0303 0102 0306 0101 0103 0101 0103 0000
   Far, 0102 0203 0303 0311 0101 0101 0102 0101 0102 0202
   Far, 0101 0203 0304 0103 0103 0101 0101 0103 0000 0102
   Far, 0203 0205 0303 0105 0105 0107 0202 0101 0101 0102
   Far, 0102 0305 0203 0105 0103 0104 0203 0101 0102 0202
   Far, 0103 0405 0103 0102 0103 0101 0106 0101 0102 0102
   Far, 0103 0305 0303 0205 0103 0101 0102 0101 0202 0101
   Far, 0104 0306 0303 0505 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   Far, 0103 0204 0303 0101 0101 0103 0103 0103 0103 0102
   Far, 0102 0203 0203 0105 0303 0101 0103 0101 0101 0202
   Far, 0101 0304 0103 0102 0106 0103 0203 0101 0103 0202
   Far, 0101 0203 0303 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0202
   Far, 0103 0404 0304 0303 0101 0101 0306 0101 0103 0102
   Far, 0103 0405 0304 0203 0101 0107 0101 0101 0102 0202
   Far, 0303 0308 0303 0105 0104 0507 0103 0101 0202 0101
   Far, 0202 0304 0304 0105 0101 0101 0102 0101 0102 0101
   Far, 0102 0303 0204 0102 0103 0101 0203 0101 0102 0102
   Far, 0103 0305 0303 0105 0106 0101 0103 0101 0102 0102
   Far, 0303 0304 0303 0205 0305 0101 0101 0101 0101 0101
   Far, 0102 0404 0303 0205 0101 0101 0103 0102 0102 0102
   Far, 0203 0305 0303 0203 0101 0106 0209 0101 0102 0202
   Far, 0303 0206 0303 0101 0103 0307 0207 0104 0101 0202
   Far, 0103 0303 0304 0101 0101 0407 0102 0101 0102 0102
   Far, 0103 0203 0303 0101 0101 0101 0103 0101 0101 0102
   Far, 0102 0406 0101 0101 0306 0101 0203 0101 0102 0102
   Far, 0202 0103 0304 0102 0101 0101 0101 0107 0102 0101
   Far, 0103 0203 0304 0105 0101 0101 0101 0101 0101 0202
   Far, 0103 0304 0304 0112 0102 0101 0306 0103 0102 0202
   Far, 0103 0104 0303 0110 0305 0107 0105 0102 0101 0202
   Far, 0101 0305 0310 0103 0203 0101 0101 0101 0203 0102
   Far, 0104 0306 0410 0102 0103 0101 0102 0101 0103 0102
   Far, 0103 0303 0303 0105 0106 0101 0203 0101 0102 0102
   Far, 0101 0303 0304 0102 0103 0104 0102 0103 0102 0102
POP          
   Vas, 0102 0303 0303 0103 0103 0101 0112 0101 0102 0102
   Vas, 0102 0303 0303 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   Vas, 0000 0406 0303 0101 0101 0101 0101 0106 0102 0202
   Vas, 0303 0204 0303 0102 0105 0101 0103 0101 0101 0102
   Vas, 0305 0204 0304 0112 0105 0107 0303 0101 0102 0101
   Vas, 0202 0203 0101 0104 0105 0110 0101 0102 0203 0202
   Vas, 0203 0304 0304 0305 0101 0101 0106 0101 0101 0000
   Vas, 0202 0406 0103 0205 0104 0107 0103 0101 0102 0202
   Vas, 0203 0303 0303 0102 0101 0103 0204 0207 0101 0102
   Vas, 0203 0303 0305 0205 0101 0105 0106 0101 0101 0202
   Vas, 0202 0306 0303 0102 0103 0111 0112 0101 0202 0102
   Vas, 0204 0405 0303 0102 0101 0101 0312 0101 0101 0102
   Vas, 0204 0304 0304 0205 0101 0101 0101 0101 0203 0102
   Vas, 0202 0103 0103 0103 0103 0101 0103 0101 0202 0102
   Vas, 0102 0303 0303 0102 0102 0107 0106 0101 0102 0202
   Vas, 0203 0202 0104 0102 0103 0101 0303 0101 0101 0102
   Vas, 0203 0203 0103 0203 0101 0510 0101 0000 0203 0202
   Vas, 0103 0209 0304 0203 0103 0101 0306 0101 0202 0202
   Vas, 0303 0305 0210 0102 0102 0101 0101 0101 0102 0202
   Vas, 0203 0304 0303 0103 0102 0101 0115 0101 0101 0202
   Vas, 0203 0205 0103 0104 0203 0107 0103 0101 0202 0202
   Vas, 0203 0203 0305 0103 0203 0101 0303 0101 0102 0202
   Vas, 0202 0404 0103 0105 0305 0104 0101 0101 0101 0202
   Vas, 0202 0303 0101 0102 0103 0103 0101 0101 0102 0102
   Vas, 0102 0304 0304 0111 0102 0102 0103 0303 0101 0000
   Vas, 0102 0205 0104 0202 0101 0103 0303 0101 0101 0102
   Vas, 0303 0304 0203 0101 0205 0101 0101 0101 0102 0202
   Vas, 0102 0304 0203 0102 0103 0101 0114 0101 0102 0202
   Vas, 0304 0303 0303 0105 0101 0101 0306 0101 0103 0102
   Vas, 0203 0204 0304 0210 0101 0101 0102 0101 0101 0102
POP          
   Ale, 0303 0102 0102 0102 0101 0101 0202 0101 0101 0202
   Ale, 0103 0102 0102 0102 0101 0101 0203 0101 0101 0202
   Ale, 0103 0103 0102 0102 0203 0101 0203 0101 0101 0102
   Ale, 0103 0103 0102 0103 0203 0102 0203 0101 0101 0102
   Ale, 0202 0304 0304 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0101
   Ale, 0303 0405 0303 0102 0103 0101 0102 0101 0101 0202
   Ale, 0303 0304 0303 0102 0102 0101 0103 0101 0102 0102
   Ale, 0103 0102 0102 0102 0102 0101 0202 0101 0101 0102
   Ale, 0103 0404 0303 0101 0102 0103 0308 0101 0102 0202
   Ale, 0203 0404 0304 0204 0305 0101 0103 0101 0203 0101
   Ale, 0102 0304 0103 0101 0303 0101 0103 0101 0101 0101
   Ale, 0103 0408 0303 0111 0105 0404 0101 0101 0202 0102
   Ale, 0102 0304 0104 0103 0103 0204 0102 0102 0103 0202
   Ale, 0104 0405 0101 0105 0203 0104 0303 0101 0102 0202
   Ale, 0303 0303 0101 0203 0203 0107 0101 0101 0101 0101
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   Ale, 0102 0404 0103 0102 0103 0104 0103 0107 0101 0102
   Ale, 0303 0304 0304 0106 0103 0104 0103 0101 0102 0102
   Ale, 0103 0303 0103 0205 0303 0107 0303 0101 0101 0101
   Ale, 0103 0304 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Ale, 0102 0204 0103 0102 0102 0104 0102 0101 0202 0102
   Ale, 0102 0202 0103 0101 0105 0107 0103 0101 0102 0102
   Ale, 0203 0203 0303 0203 0103 0107 0103 0101 0103 0101
   Ale, 0303 0203 0303 0103 0105 0307 0101 0102 0102 0102
   Ale, 0202 0505 0103 0205 0101 0407 0206 0101 0101 0202
   Ale, 0103 0404 0103 0103 0203 0101 0103 0103 0101 0102
   Ale, 0103 0506 0303 0101 0103 0101 0303 0101 0102 0202
   Ale, 0203 0303 0303 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Ale, 0102 0205 0103 0102 0102 0105 0303 0101 0101 0101
   Ale, 0103 0404 0303 0102 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   Ale, 0102 0303 0103 0102 0205 0101 0106 0101 0101 0102
   Ale, 0203 0204 0303 0102 0305 0507 0102 0101 0102 0202
   Ale, 0103 0205 0303 0112 0205 0101 0101 0101 0202 0102
   Ale, 0104 0406 0303 0202 0303 0103 0203 0101 0101 0102
   Ale, 0103 0203 0306 0205 0505 0101 0101 0101 0202 0202
   Ale, 0103 0204 0304 0102 0303 0102 0103 0101 0101 0202
   Ale, 0101 0305 0103 0510 0105 0101 0103 0101 0101 0202
   Ale, 0103 0303 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0101 0102
   Ale, 0204 0304 0101 0202 0105 0101 0303 0101 0103 0102
   Ale, 0101 0405 0103 0105 0203 0104 0303 0101 0202 0101
   Ale, 0203 0303 0303 0303 0103 0101 0111 0407 0102 0202
   Ale, 0203 0303 0304 0101 0101 0104 0103 0101 0101 0101
   Ale, 0103 0303 0304 0102 0103 0107 0103 0101 0101 0102
   Ale, 0103 0203 0103 0101 0305 0101 0101 0101 0102 0102
   Ale, 0102 0304 0202 0101 0306 0101 0103 0101 0101 0202
   Ale, 0103 0404 0103 0202 0303 0107 0101 0101 0203 0102
   Ale, 0303 0103 0103 0103 0101 0102 0202 0101 0101 0202
   Ale, 0303 0102 0303 0103 0101 0101 0202 0101 0101 0202
   Ale, 0103 0203 0303 0102 0202 0101 0306 0101 0101 0101
   Ale, 0103 0204 0305 0101 0205 0107 0103 0101 0101 0101
   Ale, 0203 0304 0303 0105 0105 0103 0103 0101 0102 0102
POP          
   Lef, 0103 0103 0303 0102 0203 0101 0101 0101 0103 0101
   Lef, 0101 0304 0203 0101 0106 0101 0103 0101 0103 0102
   Lef, 0101 0506 0303 0205 0102 0103 0310 0101 0103 0102
   Lef, 0101 0306 0202 0311 0101 0107 0101 0101 0103 0202
   Lef, 0102 0203 0303 0105 0203 0101 0103 0101 0101 0101
   Lef, 0303 0203 0308 0305 0101 0407 0103 0101 0103 0102
   Lef, 0203 0204 0103 0103 0105 0101 0102 0105 0101 0202
   Lef, 0304 0304 0303 0101 0106 0102 0103 0101 0101 0202
   Lef, 0103 0102 0303 0202 0102 0101 0101 0106 0103 0202
   Lef, 0101 0203 0303 0202 0103 0101 0103 0101 0102 0102
   Lef, 0101 0304 0303 0203 0102 0107 0310 0101 0101 0102
   Lef, 0204 0305 0409 0101 0205 0101 0103 0101 0101 0202
   Lef, 0103 0204 0203 0105 0102 0101 0101 0103 0202 0102
   Lef, 0103 0304 0203 0101 0106 0101 0101 0103 0103 0202
   Lef, 0102 0203 0103 0103 0203 0101 0101 0101 0101 0202
   Lef, 0103 0203 0306 0102 0303 0101 0303 0101 0101 0102
   Lef, 0103 0306 0306 0101 0205 0101 0103 0101 0103 0102
   Lef, 0203 0203 0103 0101 0101 0103 0101 0103 0102 0102
   Lef, 0104 0203 0203 0101 0103 0107 0102 0102 0101 0102
   Lef, 0211 0204 0103 0102 0106 0103 0101 0101 0102 0102
   Lef, 0103 0303 0303 0303 0505 0101 0101 0101 0103 0102
   Lef, 0102 0204 0103 0103 0103 0107 0104 0102 0102 0102
   Lef, 0103 0404 0303 0101 0508 0105 0101 0101 0103 0102
   Lef, 0102 0406 0101 0102 0305 0103 0211 0101 0103 0101
   Lef, 0104 0404 0309 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0102
   Lef, 0103 0304 0105 0101 0105 0101 0102 0101 0103 0102
   Lef, 0203 0404 0103 0105 0101 0306 0102 0101 0102 0102
   Lef, 0102 0204 0104 0305 0105 0107 0303 0102 0203 0102
   Lef, 0101 0203 0103 0101 0101 0303 0203 0101 0203 0102
   Lef, 0104 0404 0303 0101 0103 0103 0103 0101 0101 0202
   Lef, 0103 0303 0404 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0102
   Lef, 0102 0204 0203 0105 0101 0103 0101 0106 0102 0102
   Lef, 0203 0103 0303 0205 0203 0101 0101 0101 0104 0202
   Lef, 0103 0204 0303 0102 0106 0101 0103 0101 0102 0102
   Lef, 0311 0204 0303 0102 0106 0107 0103 0101 0102 0102
   Lef, 0311 0404 0304 0103 0103 0107 0103 0101 0102 0202
   Lef, 0103 0304 0304 0101 0206 0103 0103 0101 0101 0101
   Lef, 0203 0204 0102 0105 0102 0101 0101 0101 0203 0102
   Lef, 0102 0304 0303 0112 0303 0101 0101 0101 0102 0101
   Lef, 0303 0205 0304 0202 0102 0303 0101 0101 0203 0202
   Lef, 0102 0305 0102 0205 0101 0103 0101 0101 0101 0101
   Lef, 0202 0206 0304 0105 0305 0101 0103 0106 0103 0202
   Lef, 0101 0204 0303 0205 0305 0104 0101 0101 0104 0202
   Lef, 0103 0103 0304 0102 0203 0101 0101 0202 0104 0202
   Lef, 0102 0405 0404 0101 0205 0205 0101 0101 0103 0202
   Lef, 0202 0206 0303 0105 0305 0101 0104 0101 0101 0102
   Lef, 0303 0304 0310 0101 0101 0107 0101 0101 0102 0202
   Lef, 0000 0305 0303 0102 0505 0101 0106 0101 0101 0102
POP          
   Pat, 0203 0306 0303 0109 0203 0103 0102 0101 0102 0202
   Pat, 0102 0305 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0101 0202
   Pat, 0204 0404 0104 0205 0104 0101 0302 0105 0101 0202
   Pat, 0303 0409 0305 0103 0203 0107 0101 0101 0102 0102
   Pat, 0103 0611 0101 0105 0305 0107 0103 0108 0103 0202
   Pat, 0102 0506 0303 0205 0203 0104 0110 0101 0103 0102
   Pat, 0102 0204 0105 0105 0105 0101 0303 0101 0103 0102
   Pat, 0101 0103 0303 0202 0103 0104 0102 0101 0101 0101
   Pat, 0103 0304 0103 0305 0205 0107 0103 0101 0102 0102
   Pat, 0101 0204 0103 0102 0103 0102 0105 0101 0106 0102
   Pat, 0204 0404 0103 0303 0104 0101 0103 0101 0101 0102
   Pat, 0303 0203 0304 0305 0101 0101 0203 0101 0203 0102
   Pat, 0203 0305 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0101
   Pat, 0102 0405 0105 0203 0506 0107 0101 0101 0101 0102
   Pat, 0103 0303 0404 0105 0101 0103 0203 0101 0101 0102
   Pat, 0303 0203 0103 0111 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   Pat, 0203 0204 0103 0103 0101 0106 0102 0101 0101 0102
   Pat, 0103 0209 0101 0102 0103 0101 0306 0101 0102 0101
   Pat, 0103 0303 0306 0311 0103 0102 0303 0000 0101 0202
   Pat, 0102 0205 0303 0105 0104 0101 0203 0101 0101 0102
   Pat, 0103 0304 0306 0101 0101 0107 0104 0101 0103 0202
   Pat, 0102 0203 0205 0101 0102 0105 0112 0101 0101 0102
   Pat, 0102 0609 0103 0102 0105 0101 0101 0101 0102 0102
   Pat, 0102 0204 0103 0105 0206 0101 0303 0101 0101 0202
   Pat, 0203 0209 0107 0103 0305 0101 0203 0101 0103 0102
   Pat, 0102 0203 0104 0101 0306 0104 0103 0106 0102 0102
   Pat, 0303 0303 0303 0105 0102 0101 0203 0101 0102 0202
   Pat, 0102 0304 0103 0102 0105 0101 0103 0101 0103 0202
   Pat, 0203 0303 0103 0202 0203 0104 0102 0101 0101 0102
   Pat, 0203 0404 0203 0101 0305 0101 0101 0101 0102 0102
   Pat, 0303 0304 0303 0305 0101 0102 0317 0101 0303 0101
   Pat, 0104 0205 0103 0505 0103 0103 0306 0101 0101 0102
   Pat, 0103 0204 0304 0105 0103 0203 0101 0103 0203 0102
   Pat, 0203 0203 0303 0105 0101 0101 0306 0101 0208 0202
   Pat, 0304 0304 0203 0111 0101 0101 0103 0101 0101 0202
   Pat, 0103 0305 0303 0105 0101 0101 0101 0101 0101 0101
   Pat, 0103 0304 0305 0101 0103 0103 0203 0101 0101 0202
   Pat, 0203 0406 0103 0205 0101 0101 0102 0101 0101 0202
   Pat, 0102 0202 0103 0203 0206 0103 0103 0101 0101 0101
   Pat, 0203 0304 0103 0101 0101 0101 0103 0106 0101 0101
   Pat, 0304 0304 0103 0203 0203 0101 0101 0101 0103 0102
   Pat, 0101 0304 0101 0105 0103 0107 0303 0101 0101 0202
   Pat, 0102 0203 0303 0105 0205 0101 0305 0101 0102 0202
   Pat, 0103 0304 0102 0202 0102 0101 0103 0101 0103 0102
   Pat, 0102 0204 0307 0101 0205 0101 0103 0101 0101 0102
   Pat, 0000 0303 0304 0103 0000 0101 0101 0101 0202 0102
   Pat, 0104 0304 0405 0103 0105 0000 0102 0101 0102 0103
   Pat, 0103 0303 0203 0101 0306 0104 0102 0101 0101 0102
   Pat, 0204 0203 0203 0105 0105 0101 0101 0101 0102 0202
   Pat, 0202 0209 0204 0102 0103 0101 0203 0101 0101 0102
POP          
   Mal, 0304 0304 0303 0202 0103 0101 0103 0101 0102 0202
   Mal, 0102 0305 0104 0203 0105 0103 0101 0101 0101 0202
   Mal, 0104 0203 0102 0103 0101 0102 0101 0101 0101 0102
   Mal, 0102 0209 0203 0303 0106 0107 0103 0101 0101 0102
   Mal, 0101 0303 0303 0102 0103 0104 0103 0101 0101 0202
   Mal, 0103 0309 0103 0205 0205 0101 0103 0101 0102 0102
   Mal, 0102 0203 0203 0102 0105 0101 0101 0101 0102 0102
   Mal, 0304 0204 0303 0103 0101 0101 0103 0101 0103 0102
   Mal, 0303 0303 0303 0102 0101 0101 0103 0000 0101 0102
   Mal, 0103 0305 0103 0103 0105 0102 0101 0000 0103 0102
   Mal, 0103 0404 0304 0102 0101 0102 0610 0101 0101 0102
   Mal, 0101 0204 0101 0205 0103 0104 0303 0101 0101 0102
   Mal, 0103 0304 0304 0105 0105 0103 0107 0102 0101 0101
   Mal, 0203 0306 0103 0101 0105 0101 0103 0101 0101 0102
   Mal, 0202 0406 0303 0102 0101 0307 0101 0101 0101 0102
   Mal, 0102 0303 0303 0102 0304 0101 0115 0101 0101 0202
   Mal, 0103 0405 0303 0101 0305 0101 0101 0101 0103 0202
   Mal, 0103 0305 0103 0202 0103 0104 0203 0101 0202 0102
   Mal, 0204 0304 0303 0113 0102 0101 0103 0101 0102 0202
   Mal, 0103 0203 0204 0202 0102 0108 0303 0101 0101 0102
   Mal, 0103 0202 0303 0202 0103 0103 0102 0107 0102 0202
   Mal, 0303 0404 0104 0101 0305 0107 0104 0101 0103 0202
   Mal, 0101 0103 0303 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0101
   Mal, 0103 0303 0203 0101 0202 0101 0114 0101 0102 0102
   Mal, 0303 0205 0303 0305 0105 0101 0103 0101 0102 0101
   Mal, 0103 0204 0202 0103 0101 0101 0103 0101 0103 0102
   Mal, 0303 0203 0305 0102 0101 0106 0101 0101 0303 0202
   Mal, 0203 0203 0303 0102 0101 0101 0101 0101 0101 0102
   Mal, 0103 0203 0305 0203 0101 0106 0111 0101 0303 0101
   Mal, 0303 0404 0103 0202 0305 0105 0116 0101 0101 0102
   Mal, 0101 0303 0103 0108 0102 0101 0203 0101 0101 0102
   Mal, 0103 0303 0304 0303 0101 0107 0102 0101 0101 0202
   Mal, 0102 0304 0303 0203 0205 0101 0203 0101 0103 0102
   Mal, 0308 0404 0304 0103 0203 0107 0102 0101 0102 0202
   Mal, 0203 0204 0103 0202 0102 0307 0203 0101 0101 0102
   Mal, 0102 0203 0303 0303 0102 0101 0103 0101 0102 0102
   Mal, 0103 0202 0303 0101 0101 0105 0101 0101 0202 0102
   Mal, 0303 0203 0103 0203 0103 0407 0102 0101 0102 0202
   Mal, 0203 0404 0103 0102 0303 0107 0101 0101 0101 0102
   Mal, 0203 0204 0304 0101 0106 0207 0606 0101 0102 0202
   Mal, 0102 0303 0203 0105 0101 0107 0102 0101 0103 0102
   Mal, 0102 0304 0305 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0202
   Mal, 0103 0304 0406 0102 0105 0103 0207 0101 0101 0101
   Mal, 0203 0310 0304 0102 0103 0507 0303 0101 0101 0202
   Mal, 0103 0304 0104 0112 0206 0107 0203 0102 0103 0102
   Mal, 0104 0404 0105 0101 0102 0101 0101 0101 0102 0202
   Mal, 0102 0203 0303 0102 0103 0101 0103 0101 0103 0202
   Mal, 0103 0404 0306 0305 0205 0101 0112 0101 0103 0202
   Mal, 0103 0304 0203 0311 0305 0101 0101 0101 0102 0102
   Mal, 0203 0405 0303 0205 0101 0101 0103 0101 0101 0202
POP          
   Man, 0103 0303 0303 0305 0306 0104 0103 0101 0103 0101
   Man, 0203 0305 0103 0203 0101 0101 0210 0101 0102 0102
   Man, 0102 0203 0304 0101 0203 0705 0203 0101 0102 0102
   Man, 0102 0304 0303 0203 0103 0101 0103 0101 0102 0202
   Man, 0101 0204 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0101 0101
   Man, 0202 0202 0303 0105 0101 0107 0203 0101 0203 0102
   Man, 0103 0205 0304 0203 0102 0101 0303 0101 0102 0101
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   Man, 0101 0404 0305 0102 0103 0101 0303 0101 0202 0102
   Man, 0103 0303 0304 0203 0106 0101 0103 0101 0104 0202
   Man, 0303 0305 0103 0103 0101 0101 0203 0101 0102 0202
   Man, 0101 0202 0103 0101 0103 0103 0106 0101 0101 0102
   Man, 0103 0202 0101 0203 0203 0104 0103 0102 0101 0202
   Man, 0104 0305 0304 0102 0202 0307 0203 0101 0101 0102
   Man, 0102 0409 0304 0101 0203 0102 0101 0101 0102 0102
   Man, 0303 0303 0304 0105 0205 0101 0103 0101 0101 0102
   Man, 0303 0305 0103 0102 0106 0101 0203 0101 0203 0202
   Man, 0101 0203 0304 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   Man, 0203 0404 0103 0202 0203 0101 0213 0101 0102 0102
   Man, 0303 0508 0303 0205 0306 0101 0101 0101 0101 0102
   Man, 0202 0203 0304 0303 0103 0101 0202 0101 0101 0202
   Man, 0102 0304 0103 0205 0102 0101 0303 0101 0102 0102
   Man, 0103 0304 0303 0205 0103 0103 0101 0101 0203 0202
   Man, 0101 0204 0305 0102 0101 0101 0303 0101 0101 0102
   Man, 0103 0209 0304 0102 0205 0104 0103 0101 0102 0102
   Man, 0404 0305 0101 0205 0102 0101 0103 0101 0202 0102
   Man, 0304 0303 0101 0101 0103 0101 0101 0101 0101 0102
   Man, 0304 0304 0103 0202 0103 0101 0101 0101 0202 0102
   Man, 0103 0306 0101 0205 0105 0104 0306 0107 0102 0102
   Man, 0203 0305 0303 0103 0102 0101 0203 0101 0102 0101
   Man, 0103 0405 0102 0102 0105 0103 0103 0101 0102 0202
   Man, 0101 0404 0304 0103 0103 0101 0303 0101 0101 0101
   Man, 0202 0203 0303 0102 0307 0101 0101 0101 0102 0202
   Man, 0303 0305 0304 0102 0103 0103 0102 0101 0101 0202
   Man, 0203 0404 0104 0105 0103 0106 0101 0101 0102 0102
   Man, 0303 0304 0104 0101 0305 0101 0303 0101 0205 0202
   Man, 0303 0405 0303 0101 0305 0101 0102 0101 0103 0101
   Man, 0303 0303 0304 0103 0102 0103 0303 0101 0202 0102
   Man, 0101 0204 0304 0203 0102 0101 0101 0101 0103 0102
   Man, 0205 0203 0101 0512 0101 0101 0307 0101 0102 0102
   Man, 0103 0407 0102 0103 0205 0101 0101 0101 0102 0202
   Man, 0203 0204 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0102 0202
   Man, 0103 0206 0101 0102 0103 0101 0303 0101 0101 0102
   Man, 0203 0206 0306 0103 0103 0103 0102 0101 0103 0202
   Man, 0102 0204 0304 0203 0103 0101 0102 0101 0202 0202
   Man, 0203 0404 0303 0101 0102 0101 0103 0101 0303 0101
   Man, 0102 0105 0101 0101 0101 0104 0102 0101 0101 0101
   Man, 0103 0203 0103 0102 0205 0507 0108 0101 0101 0102
   Man, 0203 0305 0103 0101 0101 0101 0103 0106 0101 0202
   Man, 0101 0304 0304 0103 0205 0101 0103 0101 0101 0202
   Man, 0303 0203 0103 0102 0105 0101 0103 0707 0101 0102
POP          
   Ith, 0104 0303 0309 0303 0101 0101 0103 0000 0103 0202
   Ith, 0303 0303 0103 0101 0506 0101 0306 0108 0202 0202
   Ith, 0104 0104 0103 0102 0102 0101 0101 0101 0103 0101
   Ith, 0101 0204 0303 0102 0102 0101 0103 0101 0101 0102
   Ith, 0304 0408 0303 0101 0303 0101 0103 0102 0102 0102
   Ith, 0101 0305 0303 0102 0102 0101 0203 0101 0101 0102
   Ith, 0304 0203 0103 0103 0305 0103 0203 0101 0102 0101
   Ith, 0304 0304 0103 0206 0205 0107 0306 0101 0101 0102
   Ith, 0404 0404 0102 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0202
   Ith, 0204 0202 0101 0102 0305 0707 0103 0101 0102 0102
   Ith, 0104 0406 0203 0105 0101 0405 0206 0101 0101 0202
   Ith, 0103 0409 0304 0112 0101 0102 0203 0101 0101 0102
   Ith, 0103 0305 0303 0202 0103 0107 0103 0101 0102 0202
   Ith, 0101 0305 0102 0102 0101 0104 0102 0101 0101 0202
   Ith, 0103 0202 0303 0101 0101 0105 0101 0101 0103 0102
   Ith, 0101 0203 0303 0205 0203 0107 0101 0101 0101 0202
   Ith, 0202 0203 0101 0101 0103 0103 0102 0101 0102 0202
   Ith, 0303 0104 0103 0102 0305 0105 0303 0101 0101 0202
   Ith, 0103 0404 0103 0102 0105 0107 0203 0101 0102 0202
   Ith, 0203 0304 0103 0105 0103 0104 0203 0102 0203 0102
   Ith, 0103 0203 0304 0203 0102 0101 0303 0102 0102 0101
   Ith, 0103 0304 0305 0103 0102 0103 0303 0101 0101 0202
   Ith, 0103 0305 0303 0203 0505 0101 0103 0101 0101 0102
POP          
   Kos, 0103 0304 0000 0102 0102 0103 0101 0000 0000 0202
   Kos, 0203 0202 0103 0106 0101 0101 0103 0000 0103 0202
   Kos, 0103 0204 0103 0111 0102 0103 0507 0101 0101 0101
   Kos, 0103 0303 0304 0203 0202 0107 0106 0105 0101 0202
   Kos, 0102 0305 0103 0303 0102 0101 0107 0101 0101 0102
   Kos, 0203 0304 0304 0505 0103 0107 0103 0101 0101 0202
   Kos, 0304 0202 0103 0103 0101 0101 0106 0101 0303 0102
   Kos, 0203 0203 0303 0102 0203 0101 0101 0000 0102 0202
   Kos, 0202 0204 0103 0205 0105 0101 0203 0101 0102 0101
   Kos, 0102 0304 0103 0507 0108 0102 0103 0000 0101 0202
   Kos, 0303 0204 0101 0205 0105 0101 0101 0101 0102 0202
   Kos, 0204 0303 0303 0103 0101 0101 0103 0101 0101 0102
   Kos, 0102 0202 0103 0105 0103 0101 0103 0101 0102 0102
   Kos, 0101 0304 0103 0102 0103 0204 0101 0101 0103 0102
   Kos, 0303 0304 0103 0111 0102 0103 0307 0101 0101 0102
   Kos, 0202 0202 0306 0105 0108 0103 0103 0101 0103 0102
   Kos, 0202 0405 0101 0102 0102 0204 0103 0101 0102 0202
   Kos, 0103 0202 0303 0202 0102 0207 0317 0101 0103 0102
   Kos, 0102 0404 0303 0102 0202 0107 0103 0101 0101 0102
   Kos, 0103 0404 0303 0102 0105 0101 0101 0101 0101 0102
   Kos, 0102 0304 0102 0103 0104 0101 0102 0101 0102 0102
POP          
   Kyt, 0102 0404 0304 0102 0203 0107 0101 0101 0102 0102
   Kyt, 0303 0303 0203 0202 0101 0102 0101 0101 0102 0102
   Kyt, 0303 0505 0104 0203 0103 0104 0206 0101 0103 0102
   Kyt, 0203 0203 0303 0101 0101 0107 0101 0101 0103 0101
   Kyt, 0202 0405 0103 0202 0203 0101 0103 0101 0102 0202
   Kyt, 0102 0303 0303 0203 0105 0107 0103 0101 0103 0101
   Kyt, 0103 0304 0104 0101 0103 0107 0101 0101 0203 0202
   Kyt, 0103 0305 0303 0101 0203 0103 0101 0101 0102 0202
   Kyt, 0101 0205 0101 0102 0102 0101 0104 0101 0103 0102
   Kyt, 0103 0303 0303 0102 0103 0101 0311 0101 0102 0101
   Kyt, 0103 0206 0304 0103 0303 0102 0102 0101 0101 0202
   Kyt, 0103 0409 0104 0105 0101 0101 0101 0101 0103 0102
   Kyt, 0102 0306 0103 0101 0103 0107 0104 0101 0303 0102
   Kyt, 0209 0304 0105 0105 0103 0101 0206 0101 0102 0102
   Kyt, 0103 0305 0104 0203 0101 0107 0103 0101 0103 0202
   Kyt, 0102 0305 0303 0102 0103 0104 0303 0101 0101 0202
   Kyt, 0101 0205 0304 0101 0102 0107 0310 0101 0101 0101
   Kyt, 0303 0409 0103 0103 0205 0104 0106 0101 0209 0102
   Kyt, 0102 0304 0103 0105 0105 0104 0202 0105 0102 0000
   Kyt, 0103 0405 0303 0101 0105 0101 0102 0101 0101 0202
   Kyt, 0101 0407 0000 0203 0101 0107 0103 0105 0000 0000
   Kyt, 0101 0203 0303 0202 0105 0101 0303 0101 0203 0102
   Kyt, 0202 0203 0101 0103 0103 0101 0106 0101 0101 0202
   Kyt, 0101 0309 0303 0102 0305 0101 0106 0101 0101 0202
   Kyt, 0203 0303 0304 0108 0105 0107 0303 0101 0102 0202
POP          
   Cre, 0101 0304 0104 0102 0101 0107 0102 0101 0101 0202
   Cre, 0303 0304 0104 0102 0103 0101 0103 0101 0103 0102
   Cre, 0104 0305 0203 0305 0101 0101 0303 0101 0202 0102
   Cre, 0303 0205 0303 0102 0103 0101 0103 0101 0108 0202
   Cre, 0103 0505 0304 0102 0103 0107 0203 0101 0101 0202
   Cre, 0304 0303 0303 0105 0206 0103 0102 0101 0203 0101
   Cre, 0103 0305 0303 0101 0103 0101 0101 0103 0102 0102
   Cre, 0103 0304 0304 0102 0305 0107 0101 0101 0102 0102
   Cre, 0101 0203 0104 0102 0101 0101 0101 0101 0103 0102
   Cre, 0204 0404 0304 0103 0203 0107 0102 0101 0203 0202
   Cre, 0102 0409 0103 0102 0104 0101 0101 0101 0102 0102
   Cre, 0103 0305 0104 0101 0305 0101 0102 0101 0102 0102
   Cre, 0203 0304 0204 0103 0305 0107 0202 0101 0102 0101
   Cre, 0303 0304 0307 0101 0101 0101 0303 0101 0103 0101
   Cre, 0103 0304 0304 0101 0101 0101 0303 0101 0101 0202
   Cre, 0103 0406 0303 0101 0101 0102 0103 0102 0101 0202
   Cre, 0101 0204 0304 0102 0105 0101 0103 0101 0101 0101
   Cre, 0103 0203 0103 0102 0205 0105 0103 0101 0101 0101
   Cre, 0203 0303 0106 0101 0103 0103 0103 0101 0203 0102
   Cre, 0303 0203 0306 0105 0102 0105 0103 0101 0101 0102
   Cre, 0103 0405 0304 0102 0103 0105 0203 0101 0101 0202
   Cre, 0103 0405 0303 0102 0103 0107 0303 0101 0203 0202
   Cre, 0102 0404 0304 0102 0103 0101 0203 0101 0101 0202
   Cre, 0303 0303 0303 0102 0103 0103 0303 0101 0203 0102
   Cre, 0111 0309 0203 0101 0102 0101 0101 0101 0103 0101
   Cre, 0303 0404 0104 0102 0101 0101 0102 0101 0103 0102
   Cre, 0104 0203 0203 0202 0305 0104 0103 0101 0101 0102
   Cre, 0102 0404 0103 0105 0102 0101 0303 0102 0102 0202
   Cre, 0101 0305 0304 0103 0101 0101 0103 0101 0101 0202
   Cre, 0202 0305 0103 0202 0102 0106 0103 0101 0102 0202
   Cre, 0203 0305 0103 0102 0103 0103 0102 0101 0102 0000
   Cre, 0101 0303 0101 0103 0101 0101 0103 0101 0101 0102
   Cre, 0102 0203 0203 0105 0102 0107 0303 0106 0102 0102
   Cre, 0103 0406 0303 0101 0101 0107 0308 0101 0202 0202
   Cre, 0101 0102 0303 0105 0303 0101 0105 0101 0101 0102
   Cre, 0103 0405 0101 0102 0506 0101 0103 0101 0102 0102
   Cre, 0104 0303 0203 0202 0205 0101 0203 0101 0102 0102
   Cre, 0101 0202 0303 0102 0101 0101 0103 0101 0102 0202
   Cre, 0101 0304 0104 0102 0103 0104 0303 0101 0101 0202
   Cre, 0103 0303 0103 0101 0101 0101 0103 0101 0101 0102
   Cre, 0102 0203 0103 0102 0101 0107 0103 0106 0101 0101
   Cre, 0203 0305 0103 0102 0106 0103 0106 0101 0102 0202
   Cre, 0103 0303 0104 0101 0101 0101 0101 0101 0101 0102
POP          
   Aid, 0303 0203 0203 0203 0103 0104 0103 0101 0205 0102
   Aid, 0303 0203 0103 0103 0202 0101 0107 0101 0102 0202
   Aid, 0102 0505 0104 0101 0106 0102 0102 0101 0102 0202
   Aid, 0101 0204 0303 0102 0105 0107 0104 0101 0102 0102
   Aid, 0203 0102 0306 0105 0101 0104 0303 0101 0103 0102
   Aid, 0102 0404 0304 0101 0102 0101 0204 0101 0103 0202
   Aid, 0203 0204 0309 0103 0101 0101 0207 0101 0102 0102
   Aid, 0102 0204 0103 0102 0101 0101 0101 0101 0101 0102
   Aid, 0203 0303 0102 0203 0202 0101 0101 0101 0102 0202
POP          
   Lim, 0203 0506 0113 0202 0103 0107 0102 0101 0203 0202
   Lim, 0102 0203 0101 0101 0203 0105 0303 0101 0103 0102
   Lim, 0102 0203 0103 0101 0305 0107 0103 0101 0101 0101
   Lim, 0103 0404 0404 0102 0105 0101 0101 0101 0202 0102
   Lim, 0304 0304 0104 0303 0303 0101 0101 0101 0103 0102
   Lim, 0103 0202 0101 0102 0305 0104 0103 0101 0103 0102
   Lim, 0203 0209 0205 0102 0101 0107 0206 0101 0102 0202
   Lim, 0202 0404 0103 0312 0103 0102 0101 0101 0101 0102
   Lim, 0103 0505 0105 0303 0305 0107 0102 0101 0102 0102
   Lim, 0303 0205 0101 0102 0106 0101 0103 0101 0103 0101
   Lim, 0103 0205 0102 0103 0102 0101 0101 0101 0102 0102
   Lim, 0103 0205 0104 0203 0203 0104 0101 0101 0102 0202
   Lim, 0103 0203 0103 1010 0102 0104 0101 0000 0102 0202
   Lim, 0202 0405 0101 1010 0103 0102 0101 0101 0101 0202
   Lim, 0203 0304 0101 0312 0303 0104 0101 0101 0103 0102
   Lim, 0103 0306 0303 0102 0205 0107 0103 0101 0102 0000
   Lim, 0102 0505 0103 0101 0102 0407 0101 0101 0202 0101
   Lim, 0103 0104 0103 0202 0105 0105 0303 0101 0102 0102
   Lim, 0203 0405 0113 0202 0101 0706 0103 0101 0202 0102
   Lim, 0103 0303 0104 0103 0103 0405 0103 0106 0101 0102
   Lim, 0304 0205 0103 0102 0103 0407 0102 0101 0203 0202
   Lim, 0102 0405 0105 0103 0105 0706 0106 0101 0102 0101
   Lim, 0103 0304 0404 0103 0202 0101 0101 0101 0101 0102
   Lim, 0101 0303 0103 0103 0101 0104 0308 0101 0101 0101
   Lim, 0101 0202 0101 0202 0203 0404 0101 0101 0102 0102
   Lim, 0303 0205 0101 0102 0103 0101 0101 0101 0203 0102
   Lim, 0103 0506 0101 0101 0101 0105 0103 0101 0102 0202
   Lim, 0101 0405 0103 0203 0101 0104 0103 0101 0203 0102
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   Lim, 0104 0305 0101 0203 0202 0407 0101 0101 0102 0101
   Lim, 0103 0405 0109 0102 0305 0207 0101 0104 0202 0102
POP          
   Nic, 0203 0205 0102 0101 0105 0102 0103 0101 0101 0101
   Nic, 0103 0303 0104 0103 0101 0101 0311 0101 0102 0101
   Nic, 0303 0203 0103 0101 0405 0304 0101 0101 0103 0101
   Nic, 0202 0304 0106 0205 0105 0107 0103 0104 0102 0102
   Nic, 0303 0202 0101 0103 0103 0707 0103 0101 0101 0102
   Nic, 0203 0304 0101 0105 0105 0104 0102 0101 0101 0102
   Nic, 0103 0406 0102 0211 0103 0707 0303 0101 0101 0202
   Nic, 0103 0205 0204 0102 0105 0107 0103 0101 0102 0102
   Nic, 0102 0205 0103 0105 0105 0107 0103 0101 0202 0202
   Nic, 0203 0202 0102 0102 0105 0102 0103 0101 0101 0101
   Nic, 0202 0205 0106 0103 0103 0107 0106 0000 0101 0101
   Nic, 0104 0505 0309 0105 0303 0101 0206 0101 0101 0102
   Nic, 0103 0414 0102 0102 0102 0104 0203 0101 0103 0102
   Nic, 0203 0303 0101 0103 0202 0104 0203 0101 0101 0102
   Nic, 0303 0203 0104 0205 0105 0104 0306 0101 0102 0202
   Nic, 0203 0303 0101 0105 0203 0103 0101 0105 0101 0102
   Nic, 0203 0303 0101 0103 0202 0104 0103 0101 0101 0101
   Nic, 0303 0406 0103 0105 0103 0101 0205 0101 0102 0101
   Nic, 0303 0206 0103 0101 0101 0103 0312 0101 0103 0102
   Nic, 0303 0405 0103 0305 0305 0404 0102 0101 0102 0102
   Nic, 0303 0203 0404 0102 0205 0104 0101 0101 0101 0102
   Nic, 0103 0305 0103 0103 0304 0304 0103 0101 0103 0101
   Nic, 0204 0303 0101 0102 0105 0101 0101 0101 0102 0202
   Nic, 0103 0406 0103 0510 0105 0103 0312 0101 0202 0000
POP          
   Sde, 0103 0505 0303 0101 0102 0105 0110 0101 0203 0101
   Sde, 0203 0303 0101 0202 0101 0104 0106 0101 0102 0202
   Sde, 0303 0203 0103 0105 0405 0305 0101 0101 0101 0102
   Sde, 0203 0304 0105 0103 0101 0101 0101 0101 0303 0102
   Sde, 0103 0406 0303 0202 0101 0104 0101 0101 0102 0102
   Sde, 0203 0303 0101 0305 0105 0101 0102 0101 0101 0102
   Sde, 0103 0405 0308 0202 0203 0104 0101 0101 0203 0102
   Sde, 0103 0303 0306 0102 0102 0101 0101 0101 0203 0102
   Sde, 0203 0305 0303 0205 0101 0101 0101 0106 0103 0102
   Sde, 0103 0303 0105 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0102
   Sde, 0102 0305 0305 0101 0105 0101 0103 0101 0202 0101
   Sde, 0103 0204 0305 0202 0303 0101 0103 0107 0303 0101
   Sde, 0203 0205 0103 0211 0203 0101 0103 0101 0102 0202
   Sde, 0103 0405 0103 0103 0102 0105 0306 0101 0000 0102
   Sde, 0311 0306 0101 0103 0102 0505 0103 0106 0102 0101
   Sde, 0111 0205 0101 0102 0101 0306 0101 0102 0202 0102
   Sde, 0202 0103 0101 0102 0305 0104 0115 0101 0101 0101
   Sde, 0203 0505 0303 0102 0105 0000 0101 0101 0101 0102
POP          
   Cal, 0303 0000 0303 0103 0000 0104 0303 0000 0102 0102
   Cal, 0303 0404 0102 0102 0102 0107 0103 0101 0000 0101
   Cal, 0103 0000 0101 0102 0000 0101 0101 0101 0202 0101
   Cal, 0203 0000 0301 0000 0000 0101 0101 0101 0102 0102
   Cal, 0101 0404 0303 0000 0202 0107 0103 0101 0000 0202
   Cal, 0202 0204 0301 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0202
   Cal, 0202 0203 0301 0000 0105 0105 0103 0101 0101 0202
   Cal, 0203 0209 0303 0101 0202 0707 0103 0101 0101 0102
   Cal, 0102 0304 0606 0101 0103 0107 0101 0101 0102 0101
   Cal, 0202 0000 0302 0101 0000 0101 0103 0101 0101 0000
   Cal, 0103 0204 0101 0205 0000 0707 0101 0101 0102 0101
   Cal, 0202 0203 0301 0202 0103 0707 0101 0101 0101 0102
   Cal, 0102 0203 0303 0105 0000 0707 0101 0101 0102 0102
   Cal, 0203 0202 0301 0101 0103 0103 0101 0101 0101 0101
   Cal, 0102 0305 0301 0101 0102 0107 0103 0101 0102 0102
   Cal, 0101 0404 0301 0105 0102 0104 0303 0101 0202 0101
   Cal, 1111 0000 0301 0101 0000 0101 0103 0101 0101 0202
   Cal, 0203 0202 0303 0101 0105 0101 0103 0101 0101 0202
   Cal, 0203 0203 0303 0101 0000 0101 0303 0101 0101 0202
   Cal, 0103 0304 0303 0102 0000 0104 0303 0101 0102 0202
   Cal, 0203 0205 0303 0101 0203 0101 0103 0101 0202 0101
   Cal, 0103 0202 0301 0101 0203 0106 0103 0101 0102 0102
   Cal, 0303 0404 0303 0103 0103 0104 0105 0101 0102 0101
   Cal, 0103 0204 0303 0202 0102 0305 0101 0101 0101 0202
   Cal, 0103 0303 0101 0101 0203 0107 0101 0101 0202 0102
   Cal, 0303 0205 0101 0103 0205 0107 0103 0101 0102 0101
   Cal, 0101 0303 0313 0103 0303 0107 0105 0101 0101 0102
   Cal, 0203 0209 0302 0101 0303 0101 0101 0101 0101 0102
   Cal, 0000 0204 0301 0303 0103 0107 0105 0101 0102 0102
   Cal, 0000 0204 0306 0101 0203 0104 0103 0101 0102 0101
POP          
   Nap, 0303 0204 0303 0000 0000 0101 0103 0000 0102 0102
   Nap, 0000 0204 0103 0101 0000 0101 0303 0101 0101 0101
   Nap, 0311 0304 0303 0103 0103 0101 0101 0101 0101 0102
   Nap, 0311 0203 0113 0101 0000 0106 0103 0101 0102 0202
   Nap, 0000 0203 0113 0101 0303 0101 0103 0101 0101 0202
   Nap, 0000 0203 0313 0305 0000 0707 0103 0101 0102 0102
   Nap, 0303 0405 0303 0103 0105 0103 0303 0101 0202 0101
   Nap, 0203 0000 0106 0101 0102 0707 0105 0101 0102 0000
   Nap, 0303 0203 0102 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0101
   Nap, 0111 0305 0101 0102 0202 0707 0103 0101 0102 0102
   Nap, 0202 0000 0101 0303 0101 0106 0103 0101 0102 0202
   Nap, 0211 0000 0103 0203 0102 0101 0103 0101 0202 0202
   Nap, 0111 0303 0103 0102 0303 0105 0303 0101 0202 0102
   Nap, 0111 0303 0101 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0101
   Nap, 0303 0405 0613 0101 0303 0107 0101 0101 0101 0102
   Nap, 0111 0305 0303 0102 0205 0107 0103 0101 0101 0102
   Nap, 0102 0000 0301 0102 0000 0101 0101 0000 0101 0102
   Nap, 0303 0204 0303 0101 0101 0106 0101 0101 0101 0102
   Nap, 0303 0305 0106 0102 0102 0101 0103 0101 0101 0202
   Nap, 0103 0000 0203 0101 0000 0101 0103 0000 0102 0101
   Nap, 0000 0209 0101 0101 0202 0101 0103 0000 0102 0102
   Nap, 0102 0205 0301 0101 0202 0107 0106 0000 0101 0101
   Nap, 0103 0202 0102 0101 0102 0104 0103 0101 0102 0202
   Nap, 0202 0203 0101 0101 0303 0101 0303 0101 0101 0101
   Nap, 0303 0205 0101 0102 0202 0103 0103 0101 0101 0101
   Nap, 0103 0000 0103 0101 0102 0103 0101 0101 0000 0102
   Nap, 0102 0000 0103 0101 0000 0101 0103 0000 0202 0101
   Nap, 0303 0405 0101 0101 0102 0304 0103 0101 0202 0101
   Nap, 0203 0203 0103 0203 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   Nap, 0102 0000 0101 0102 0000 0101 0101 0000 0101 0101
POP          
   Sol, 0203 0204 0301 0101 0000 0107 0305 0000 0103 0102
   Sol, 0103 0205 0301 0101 0102 0107 0103 0101 0101 0101
   Sol, 0203 0203 0606 0101 0102 0101 0103 0101 0203 0102
   Sol, 0203 0203 0606 0203 0203 0304 0303 0101 0101 0102
   Sol, 0203 0404 0301 0101 0102 0104 0101 0101 0202 0102
   Sol, 0103 0209 0306 0101 0101 0707 0103 0101 0102 0102
   Sol, 0103 0304 0303 0203 0205 0101 0103 0101 0106 0102
   Sol, 0303 0509 0106 0101 0103 0106 0103 0101 0101 0102
   Sol, 0203 0405 0306 0101 0101 0407 0103 0101 0202 0101
   Sol, 0000 0205 0314 0101 0205 0101 0103 0101 0102 0101
   Sol, 0303 0309 0000 0000 0000 0101 0101 0101 0102 0102
   Sol, 0303 0305 0306 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0102
   Sol, 0303 0405 0306 0000 0101 0107 0101 0101 0101 0102
   Sol, 0203 0405 0306 0102 0103 0107 0101 0101 0102 0101
   Sol, 0203 0000 0307 0102 0202 0103 0103 0101 0102 0101
   Sol, 0303 0303 0000 0000 0202 0101 0103 0101 0102 0101
   Sol, 0203 0203 0306 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Sol, 0303 0205 0303 0102 0105 0106 0103 0101 0101 0102
   Sol, 0203 0204 0307 0203 0202 0000 0105 0101 0106 0102
   Sol, 0303 0304 0301 0303 0102 0107 0303 0101 0101 0202
   Sol, 0103 0404 0301 0203 0205 0101 0103 0101 0103 0102
   Sol, 0303 0409 0301 0102 0203 0000 0103 0101 0101 0102
   Sol, 0303 0202 0301 0101 0303 0107 0303 0101 0203 0101
   Sol, 0203 0202 0106 0105 0102 0107 0103 0101 0203 0101
   Sol, 0203 0405 0101 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   Sol, 0000 0404 0303 0101 0305 0101 0103 0101 0101 0102
   Sol, 0103 0202 0303 0101 0202 0000 0101 0101 0203 0102
   Sol, 0103 0202 0303 0303 0203 0101 0103 0101 0203 0202
   Sol, 0303 0405 0306 0102 0103 0104 0105 0101 0102 0101
   Sol, 0303 0000 0000 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0101
POP          
   Yol, 0211 0000 0000 0103 0000 0103 0303 0000 0102 0101
   Yol, 0203 0000 0101 0105 0000 0101 0101 0000 0202 0202
   Yol, 0311 0000 0106 0102 0103 0101 0103 0000 0102 0101
   Yol, 0103 0000 0203 0101 0103 0101 0305 0000 0102 0102
   Yol, 0203 0000 0303 0101 0203 0104 0103 0000 0102 0102
   Yol, 0103 0000 0103 0105 0202 0307 0103 0000 0102 0000
   Yol, 0303 0304 0103 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0202
   Yol, 1111 0203 0101 0101 0202 0107 0101 0101 0102 0102
   Yol, 0103 0505 0102 0101 0102 0101 0303 0101 0101 0102
   Yol, 0303 0202 0106 0102 0101 0107 0303 0101 0101 0202
   Yol, 0111 0409 0203 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0101
   Yol, 1111 0205 0303 0303 0101 0101 0303 0101 0202 0102
   Yol, 0303 0304 0303 0101 0303 0107 0303 0101 0102 0102
   Yol, 0303 0204 0103 0101 0102 0101 0103 0101 0102 0101
   Yol, 0311 0304 0103 0101 0203 0107 0103 0101 0202 0202
   Yol, 0102 0409 0106 0202 0102 0101 0103 0101 0101 0102
   Yol, 0103 0203 0103 0000 0203 0101 0101 0101 0102 0102
   Yol, 0203 0403 0103 0303 0103 0105 0109 0101 0101 0202
   Yol, 0101 0204 0303 0101 0203 0101 0305 0101 0102 0102
   Yol, 0103 0304 0103 0101 0103 0105 0101 0101 0101 0101
   Yol, 0311 0309 0613 0101 0105 0104 0101 0101 0101 0102
   Yol, 0203 0204 0101 0103 0101 0405 0101 0101 0101 0101
   Yol, 0103 0204 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Yol, 0203 0305 0303 0101 0202 0105 0303 0101 0102 0102
   Yol, 0303 0205 0306 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0102
   Yol, 0203 0203 0103 0101 0103 0707 0101 0101 0102 0101
   Yol, 0202 0203 0103 0103 0205 0104 0105 0101 0202 0101
   Yol, 0203 0405 0303 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0101
   Yol, 0111 0409 0101 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0102
   Yol, 0311 0404 0103 0103 0101 0101 0303 0101 0000 0102
POP          
   San, 0203 0205 0101 0105 0202 0104 0101 0101 0101 0102
   San, 0203 0403 0000 0000 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   San, 0101 0405 0303 0102 0203 0103 0103 0101 0102 0102
   San, 0103 0209 0303 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0101
   San, 0203 0205 0101 0101 0303 0105 0311 0101 0102 0102
   San, 0103 0202 0102 0101 0101 0101 0103 0101 0101 0101
   San, 0202 0404 0303 0101 0203 0101 0101 0101 0103 0102
   San, 0103 0205 0303 0101 0102 0105 0101 0101 0101 0102
   San, 0203 0204 0101 0101 0203 0101 0101 0101 0101 0102
   San, 0102 0204 0306 0205 0103 0101 0103 0101 0101 0102
   San, 0203 0204 0103 0000 0103 0101 0103 0101 0000 0102
   San, 0102 0505 0203 0000 0101 0104 0103 0101 0102 0102
   San, 0203 0204 0102 0205 0103 0104 0103 0101 0000 0202
   San, 0103 0202 0305 0101 0202 0105 0303 0107 0000 0101
   San, 0203 0203 0103 0000 0000 0101 0103 0101 0000 0101
   San, 0103 0309 0101 0000 0103 0106 0101 0101 0000 0101
   San, 0103 0204 0105 0101 0202 0101 0103 0101 0000 0101
   San, 0101 0202 0203 0101 0202 0000 0101 0101 0000 0102
   San, 0102 0204 0101 0203 0202 0104 0103 0101 0101 0000
   San, 0203 0405 0102 0101 0101 0104 0103 0101 0102 0102
   San, 0203 0405 0303 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0102
   San, 0203 0309 0101 0101 0103 0305 0103 0101 0101 0101
   San, 0303 0202 0101 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0101
   San, 0103 0405 0306 0101 0101 0101 0303 0101 0000 0101
   San, 0103 0000 0000 0000 0000 0101 0101 0000 0000 0000
   San, 0103 0204 0303 0000 0000 0103 0101 0101 0000 0102
   San, 0102 0404 0102 0101 0303 0101 0103 0101 0102 0000
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   San, 0103 0204 0106 0105 0202 0101 0103 0101 0101 0101
   San, 0203 0509 0103 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0102
   San, 0202 0305 0103 0103 0101 0101 0103 0101 0102 0101
POP
   Nsi, 0000 0202 0101 0203 0102 0106 0101 0101 0102 0102
   Nsi, 0103 0309 0103 0103 0103 0101 0101 0101 0102 0101
   Nsi, 0303 0205 0101 0101 0205 0101 0103 0101 0101 0102
   Nsi, 0101 0203 0113 0102 0205 0104 0103 0101 0101 0102
   Nsi, 0303 0204 0103 0103 0202 0101 0103 0101 0202 0102
   Nsi, 0308 0305 0303 0102 0203 0101 0101 0101 0101 0202
   Nsi, 0203 0204 0203 0101 0103 0407 0101 0101 0202 0101
   Nsi, 0202 0405 0101 0102 0505 0101 0101 0101 0101 0101
   Nsi, 0303 0205 0103 0101 0103 0407 0303 0101 0102 0101
   Nsi, 0102 0204 0000 0103 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Nsi, 0208 0202 0101 0303 0101 0101 0101 0101 0202 0102
   Nsi, 0203 0204 0101 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   Nsi, 0102 0404 0103 0102 0305 0103 0103 0101 0101 0202
   Nsi, 0203 0204 0103 0101 0102 0707 0306 0101 0000 0101
   Nsi, 0308 0305 0103 0101 0303 0405 0101 0101 0102 0101
   Nsi, 0303 0204 0303 0102 0203 0101 0303 0101 0102 0101
   Nsi, 0303 0204 0306 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   Nsi, 0303 0205 0101 0102 0103 0101 0303 0101 0102 0202
   Nsi, 0208 0204 0213 0101 0105 0607 0103 0101 0102 0102
   Nsi, 0203 0202 0203 0101 0103 0107 0103 0101 0102 0102
   Nsi, 0102 0204 0313 0102 0102 0101 0303 0101 0000 0101
   Nsi, 0103 0405 0103 0102 0202 0101 0103 0101 0101 0102
   Nsi, 0103 0205 0303 0101 0101 0101 0303 0101 0101 0101
   Nsi, 0102 0205 0203 0101 0102 0101 0101 0101 0102 0102
   Nsi, 0203 0305 0203 0102 0203 0101 0103 0101 0202 0102
   Nsi, 0203 0305 0206 0102 0105 0105 0101 0101 0000 0202
   Nsi, 0303 0405 0313 0101 0103 0101 0103 0101 0203 0101
   Nsi, 0203 0203 0106 0103 0103 0101 0101 0101 0101 0101
   Nsi, 0308 0203 0106 0102 0202 0101 0101 0101 0101 0102
   Nsi, 0102 0204 0203 0101 0102 0107 0101 0101 0102 0101
POP
   Sd2, 0101 0000 0303 0102 0303 0101 0103 0101 0102 0101 
   Sd2, 0102 0000 0306 0103 0102 0101 0103 0101 0102 0101
   Sd2, 0303 0000 0101 0102 0103 0107 0303 0101 0101 0101
   Sd2, 0102 0000 0406 0102 0203 0103 0101 0101 0102 0101
   Sd2, 0308 0000 0106 0103 0102 0104 0103 0101 0202 0102
   Sd2, 0203 0000 0103 0205 0103 0101 0103 0101 0202 0102
   Sd2, 0308 0000 0106 0102 0102 0107 0303 0101 0106 0101
   Sd2, 0203 0000 0306 0211 0205 0103 0106 0101 0101 0102
   Sd2, 0308 0000 0101 0102 0000 0101 0103 0000 0000 0000
   Sd2, 0101 0405 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   Sd2, 0000 0305 0406 0102 0103 0104 0103 0101 0202 0202
   Sd2, 0203 0000 0606 0102 0102 0104 0103 0101 0202 0202
   Sd2, 0103 0303 0103 0102 0303 0104 0106 0101 0202 0101
   Sd2, 0101 0202 0103 0101 0203 0104 0101 0101 0101 0102
   Sd2, 0101 0509 0304 0103 0303 0101 0303 0000 0102 0000
   Sd2, 0303 0506 0101 0103 0102 0101 0303 0101 0101 0102 
   Sd2, 0102 0505 0101 0102 0000 0101 0103 0101 0101 0101
   Sd2, 0308 0409 0304 0102 0103 0101 0101 0101 0202 0102
   Sd2, 0303 0506 0101 0102 0102 0405 0101 0101 0202 0202
   Sd2, 0102 0404 0106 0103 0102 0107 0103 0101 0202 0101 
   Sd2, 0103 0304 0306 0102 0102 0101 0101 0101 0101 0102
   Sd2, 0103 0505 0103 0102 0303 0101 0103 0101 0202 0101
   Sd2, 0203 0506 0303 0102 0103 0104 0103 0101 0202 0101
   Sd2, 0303 0000 0304 0102 0103 0101 0103 0101 0202 0000
   Sd2, 0203 0000 0304 0102 0105 0107 0000 0101 0000 0102
   Sd2, 0303 0000 0103 0102 0103 0103 0109 0101 0102 0102
   Sd2, 0108 0305 0103 0102 0102 0107 0103 0101 0102 0101
   Sd2, 0101 0204 0406 0102 0103 0307 0101 0101 0101 0202
   Sd2, 0303 0204 0303 0211 0101 0107 0109 0101 0102 0102
   Sd2, 0308 0204 0303 0211 0205 0103 0103 0101 0102 0102
POP
   Sd5, 0203 0205 0206 0102 0102 0307 0303 0101 0102 0101
   Sd5, 0102 0205 0306 0103 0205 0104 0103 0101 0102 0202
   Sd5, 0101 0205 0102 0102 0303 0101 0103 0101 0102 0102
   Sd5, 0203 0304 0303 0211 0103 0000 0303 0101 0101 0101
   Sd5, 0203 0205 0303 0103 0203 0104 0103 0101 0102 0102
   Sd5, 0203 0305 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0101 0102
   Sd5, 0102 0405 0106 0102 0203 0407 0103 0101 0202 0101
   Sd5, 0203 0303 0101 0102 0203 0104 0303 0101 0202 0102
   Sd5, 0303 0204 0103 0203 0103 0101 0103 0101 0101 0101 
   Sd5, 0308 0304 0101 0103 0101 0107 0103 0101 0102 0202
   Sd5, 0303 0204 0306 0102 0303 0101 0103 0101 0202 0202
   Sd5, 0203 0405 0103 0202 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   Sd5, 0103 0505 0106 0102 0305 0107 0103 0101 0206 0102
   Sd5, 0303 0309 0103 0102 0103 0104 0103 0101 0102 0102
   Sd5, 0303 0202 0103 0102 0203 0101 0101 0101 0102 0102
   Sd5, 0102 0505 0304 0103 0103 0103 0303 0101 0101 0102
   Sd5, 0103 0409 0106 0102 0102 0107 0303 0101 0202 0102
   Sd5, 0303 0000 0101 0103 0103 0107 0000 0101 0102 0101
   Sd5, 0108 0305 0106 0102 0305 0101 0306 0101 0102 0101 
   Sd5, 0103 0202 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0202 0101
   Sd5, 0203 0909 0304 0102 0103 0101 0109 0101 0102 0101
   Sd5, 0303 0405 0606 0102 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   Sd5, 0203 0203 0104 0102 0103 0107 0103 0101 0306 0101
   Sd5, 0303 0202 0102 0102 0203 0103 0101 0101 0202 0102
   Sd5, 0203 0205 0106 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0101
   Sd5, 0203 0305 0106 0103 0103 0107 0303 0101 0102 0202
   Sd5, 0308 0203 0106 0102 0203 0101 0101 0101 0206 0102
   Sd5, 0103 0202 0306 0102 0101 0101 0103 0101 0202 0101
   Sd5, 0103 0205 0102 0103 0205 0307 0103 0101 0102 0102
   Sd5, 0308 0309 0000 0102 0101 0104 0101 0101 0202 0202
POP
   Sd9, 0102 0404 0106 0102 0203 0000 0101 0101 0103 0101
   Sd9, 0208 0209 0103 0103 0101 0103 0309 0101 0606 0101
   Sd9, 0103 0509 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0202 0202
   Sd9, 0203 0204 0306 0103 0203 0000 0103 0101 0102 0202
   Sd9, 0203 0202 0106 0202 0203 0104 0101 0101 0102 0202
   Sd9, 0102 0205 0101 0102 0103 0000 0303 0101 0101 0101
   Sd9, 0308 0405 0113 0102 0103 0707 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0202 0409 0106 0105 0203 0104 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0103 0304 0101 0102 0305 0101 0103 0101 0103 0202
   Sd9, 0203 0405 0606 0102 0303 0101 0303 0101 0000 0101
   Sd9, 0203 0203 0203 0102 0103 0101 0103 0101 0203 0101
   Sd9, 0202 0000 0103 0102 0203 0000 0103 0101 0106 0101
   Sd9, 0103 0205 0113 0102 0101 0101 0101 0101 0102 0101
   Sd9, 0208 0203 0101 0102 0205 0101 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0103 0000 0000 0102 0205 0000 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0101 0304 0106 0102 0303 0103 0103 0101 0102 0202
   Sd9, 0203 0405 0303 0303 0102 0000 0303 0101 0103 0102
   Sd9, 0208 0305 0103 0102 0102 0104 0103 0101 0101 0202
   Sd9, 0308 0405 0306 0102 0303 0101 0101 0101 0102 0101
   Sd9, 0103 0205 0103 0101 0203 0107 0103 0101 0101 0102
   Sd9, 0303 0205 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0106 0102
   Sd9, 0000 0202 0101 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0303 0505 0303 0101 0103 0307 0103 0101 0202 0202
   Sd9, 0103 0404 0113 0102 0203 0101 0309 0101 0103 0101
   Sd9, 0101 0204 0203 0102 0203 0000 0101 0101 0202 0102
   Sd9, 0308 0204 0106 0101 0102 0104 0303 0101 0106 0202
   Sd9, 0103 0405 0106 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   Sd9, 0203 0409 0303 0102 0101 0104 0303 0101 0203 0202
   Sd9, 0103 0405 0613 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0202
   Sd9, 0000 0209 0000 0101 0103 0104 0103 0107 0202 0101
POP
   Sl2, 0102 0204 0313 0102 0202 0107 0000 0101 0102 0102
   Sl2, 0103 0304 0106 0102 0102 0101 0000 0101 0102 0202
   Sl2, 0203 0505 0606 0103 0205 0104 0103 0101 0202 0101
   Sl2, 0103 0509 0606 0101 0103 0103 0303 0101 0102 0102
   Sl2, 0203 0203 0606 0101 0203 0101 0103 0101 0101 0101
   Sl2, 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
   Sl2, 0103 0204 0101 0203 0203 0406 0101 0101 0102 0202
   Sl2, 0203 0202 0103 0101 0202 0104 0103 0101 0101 0202
   Sl2, 0103 0205 0103 0203 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Sl2, 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
   Sl2, 0303 0204 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0102 0102
   Sl2, 0303 0204 0106 0203 0102 0103 0303 0101 0102 0102
   Sl2, 0311 0205 0103 0101 0103 0101 0303 0101 0101 0101
   Sl2, 0102 0205 0303 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0102
   Sl2, 0203 0209 0113 0000 0000 0107 0103 0101 0000 0202
POP
   Sl6, 0303 0204 0103 0103 0103 0101 0101 0101 0102 0202
   Sl6, 0211 0309 0103 0102 0203 0104 0103 0101 0101 0202
   Sl6, 0303 0203 0103 0102 0102 0103 0103 0101 0101 0000
   Sl6, 0211 0202 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0102 0102
   Sl6, 0203 0404 0203 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   Sl6, 0211 0205 0103 0102 0102 0304 0103 0101 0101 0202
   Sl6, 0203 0404 0106 0205 0203 0103 0101 0101 0102 0102
   Sl6, 0203 0204 0101 0102 0101 0103 0103 0101 0103 0101
   Sl6, 0203 0205 0303 0101 0102 0103 0103 0101 0102 0202
   Sl6, 1111 0304 0103 0102 0102 0103 0101 0101 0106 0101
   Sl6, 0203 0203 0303 0101 0205 0104 0103 0101 0106 0102
   Sl6, 0103 0202 0304 0203 0103 0107 0303 0101 0203 0101
   Sl6, 0102 0202 0101 0102 0102 0105 0103 0101 0101 0202
   Sl6, 0111 0204 0306 0103 0102 0103 0103 0101 0103 0102
   Sl6, 0203 0304 0203 0102 0103 0103 0101 0101 0202 0102
   Sl6, 0103 0204 0101 0101 0102 0101 0303 0101 0102 0102
   Sl6, 0111 0203 0203 0102 0103 0104 0103 0101 0101 0202
   Sl6, 0311 0202 0101 0103 0202 0707 0103 0101 0203 0202
   Sl6, 0311 0202 0106 0102 0103 0104 0103 0101 0203 0102
   Sl6, 0101 0203 0104 0102 0101 0107 0103 0101 0303 0102
   Sl6, 0101 0509 0103 0102 0101 0103 0303 0101 0103 0102
   Sl6, 0203 0405 0103 0103 0203 0505 0101 0101 0106 0101
   Sl6, 0103 0209 0103 0000 0105 0103 0101 0101 0202 0000
   Sl6, 0103 0204 0101 0101 0203 0103 0303 0101 0106 0202
   Sl6, 0103 0305 0101 0101 0101 0103 0103 0101 0102 0000
   Sl6, 0102 0405 0106 0102 0103 0103 0101 0101 0202 0101
   Sl6, 0111 0404 0203 0102 0102 0103 0101 0101 0103 0202
   Sl6, 0211 0205 0103 0103 0103 0106 0101 0101 0106 0101
   Sl6, 0303 0209 0303 0103 0105 0107 0101 0101 0102 0000
   Sl6, 0303 0202 0103 0102 0102 0107 0303 0101 0102 0202
POP
   Sl8, 0203 0405 0203 0205 0101 0103 0103 0101 0102 0101
   Sl8, 0103 0304 0303 0000 0101 0101 0101 0101 0202 0202
   Sl8, 0303 0209 0103 0202 0105 0101 0101 0101 0102 0101
   Sl8, 0103 0309 0306 0103 0205 0104 0103 0101 0202 0202
   Sl8, 0101 0204 0101 0102 0203 0104 0303 0101 0103 0102
   Sl8, 0308 0203 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0103 0102
   Sl8, 0108 0202 0103 0101 0103 0101 0303 0101 0102 0202
   Sl8, 0308 0202 0101 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0202
   Sl8, 0108 0204 0103 0101 0203 0104 0103 0101 0101 0102
   Sl8, 0103 0202 0106 0102 0203 0104 0303 0101 0101 0202
   Sl8, 0102 0000 0103 0000 0202 0407 0103 0000 0206 0101
   Sl8, 0303 0203 0101 0203 0103 0101 0103 0101 0202 0102
   Sl8, 0203 0404 0303 0205 0202 0104 0103 0101 0202 0102
   Sl8, 0203 0405 0102 0102 0101 0103 0103 0101 0101 0101
   Sl8, 0108 0202 0303 0101 0102 0104 0303 0101 0101 0102
   Sl8, 0108 0202 0303 0101 0000 0104 0103 0101 0102 0102
   Sl8, 0108 0202 0103 0101 0000 0104 0303 0101 0101 0202
   Sl8, 0102 0203 0106 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0202
   Sl8, 0101 0509 0304 0101 0105 0404 0303 0101 0202 0202
   Sl8, 0808 0202 0101 0101 0102 0104 0303 0101 0102 0102
   Sl8, 0101 0202 0103 0101 0102 0101 0303 0101 0101 0202
   Sl8, 0203 0205 0304 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0101
   Sl8, 0203 0000 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0103 0202
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   Sl8, 0101 0509 0103 0103 0105 0404 0303 0101 0000 0202
   Sl8, 0308 0204 0304 0101 0000 0101 0103 0101 0000 0202
   Sl8, 0308 0303 0103 0203 0000 0101 0103 0101 0000 0101
POP
   La9, 0102 0409 0303 0102 0103 0107 0103 0101 0202 0102
   La9, 0308 0909 0306 0000 0203 0101 0103 0101 0101 0102 
   La9, 0203 0404 0606 0102 0202 0103 0303 0101 0106 0102
   La9, 0102 0205 0306 0203 0505 0101 0103 0101 0101 0101
   La9, 0203 0309 0303 0203 0102 0606 0101 0101 0101 0202
   La9, 0809 0202 0306 0103 0202 0508 0103 0101 0101 0000
   La9, 0103 0305 0106 0101 0102 0505 0306 0101 0103 0101
   La9, 0203 0909 0306 0103 0102 0106 0103 0101 0101 0102
   La9, 0209 0304 0306 0102 0102 0108 0103 0101 0101 0101
   La9, 0303 0909 0306 0203 0202 0404 0101 0101 0000 0202
POP
   Fr1, 0102 0202 0203 0102 0205 0108 0103 0101 0202 0102
   Fr1, 0103 0204 0303 0102 0000 0101 0101 0101 0106 0101 
   Fr1, 0108 0205 0104 0102 0101 0105 0101 0101 0202 0102
   Fr1, 0303 0202 0303 0202 0103 0108 0101 0101 0101 0101
   Fr1, 0303 0305 0406 0101 0203 0101 0303 0101 0101 0101
   Fr1, 0108 0305 0103 0102 0205 0101 0303 0101 0102 0102
   Fr1, 0102 0203 0203 0203 0205 0108 0303 0101 0202 0101 
   Fr1, 0308 0304 0303 0102 0000 0101 0101 0101 0202 0102
   Fr1, 0102 0202 0304 0103 0105 0103 0101 0101 0000 0101
   Fr1, 0203 0000 0101 0101 0103 0105 0101 0101 0000 0101
   Fr1, 0203 0000 0104 0203 0305 0101 0101 0101 0202 0101
   Fr1, 0103 0303 0101 0102 0103 0101 0303 0101 0101 0102
   Fr1, 0303 0101 0304 0102 0101 0101 0306 0101 0101 0101
   Fr1, 0203 0000 0103 0102 0000 0101 0303 0000 0101 0102
   Fr1, 0303 0203 0203 0101 0102 0108 0303 0101 0202 0102
   Fr1, 0203 0305 0103 0102 0000 0108 0103 0101 0102 0101
   Fr1, 0102 0000 0000 0102 0000 0105 0000 0101 0202 0102
   Fr1, 0208 0202 0303 0102 0102 0108 0103 0101 0101 0101
1.3. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή PHYLIP
34 10
   11 14 13 11 17 8 3 14 8 9
Alexandr 0.3400 0.2000 0.4300 0.0300 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2800 0.0700 0.5600 0.0700 0.0100 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5000 0.2800 0.1000 0.0100 0.0700 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0100 0.0100 0.0100 0.0000
         0.7000 0.0400 0.0400 0.1000 0.0200 0.0000 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4400 0.1700 0.3400 0.0000 0.0000 0.0300 0.0000 0.0100 0.0000 0.0000 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6800 0.2700 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4400 0.5600 0.0000
         0.0700 0.1700 0.3400 0.3000 0.0900 0.0200 0.0000 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3900 0.1600 0.2900 0.0000 0.1500 0.0100 0.0000 0.0000
         0.9400 0.0200 0.0100 0.0100 0.0000 0.0000 0.0200 0.0000 0.0000
Lefkadas 0.4149 0.2128 0.2872 0.0532 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0319
         0.1354 0.0938 0.5833 0.1146 0.0104 0.0208 0.0000 0.0104 0.0208 0.0104 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5312 0.2083 0.1042 0.0000 0.1354 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0104 0.0104 0.0000
         0.6979 0.0208 0.1354 0.0208 0.0208 0.0104 0.0938 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6458 0.0625 0.2292 0.0208 0.0000 0.0104 0.0000 0.0000 0.0000 0.0208 0.0104 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5938 0.1875 0.1875 0.0312 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3958 0.6042 0.0000
         0.0417 0.2292 0.2917 0.3125 0.0625 0.0625 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3958 0.1562 0.1979 0.0000 0.1667 0.0729 0.0000 0.0104
         0.8750 0.0521 0.0312 0.0000 0.0104 0.0312 0.0000 0.0000 0.0000
Patrisim 0.3265 0.2755 0.3265 0.0714 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2800 0.0700 0.4600 0.0900 0.0600 0.0200 0.0200 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4300 0.1900 0.1400 0.0000 0.2000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0100 0.0000 0.0300 0.0000 0.0000
         0.7653 0.0408 0.0612 0.0510 0.0102 0.0102 0.0612 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4300 0.1500 0.3300 0.0100 0.0200 0.0300 0.0000 0.0000 0.0000 0.0100 0.0000 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0100
         0.6900 0.1700 0.1200 0.0000 0.0000 0.0100 0.0000 0.0100
         0.4000 0.5900 0.0100
         0.0100 0.2000 0.3500 0.2600 0.0700 0.0500 0.0000 0.0000 0.0500 0.0000 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4388 0.1327 0.2143 0.0306 0.1327 0.0510 0.0000 0.0000
         0.9490 0.0000 0.0102 0.0000 0.0102 0.0204 0.0000 0.0102 0.0000
Maladrin 0.3600 0.1900 0.3900 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000
         0.1600 0.0900 0.5800 0.1100 0.0400 0.0200 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3900 0.3200 0.1800 0.0000 0.0700 0.0000 0.0000 0.0100 0.0000 0.0000 0.0100 0.0100 0.0100
         0.6800 0.0400 0.0600 0.0400 0.0300 0.0200 0.1200 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5100 0.1100 0.2600 0.0100 0.0000 0.0300 0.0200 0.0000 0.0000 0.0100 0.0100 0.0100 0.0000 0.0100 0.0100 0.0100 0.0000
         0.6800 0.1800 0.1400 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3600 0.6400 0.0000
         0.0100 0.2000 0.3800 0.3000 0.0600 0.0200 0.0000 0.0000 0.0200 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5100 0.1300 0.1800 0.0100 0.1400 0.0300 0.0000 0.0000
         0.9688 0.0208 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0104 0.0000 0.0000
Maniiiii 0.3400 0.2100 0.3900 0.0500 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3000 0.0200 0.4800 0.1700 0.0200 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4200 0.2800 0.1700 0.0000 0.1200 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0100 0.0000
         0.8000 0.0100 0.0700 0.0500 0.0200 0.0100 0.0400 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4300 0.1500 0.3600 0.0000 0.0000 0.0200 0.0100 0.0100 0.0000 0.0100 0.0000 0.0000 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5700 0.3200 0.0900 0.0100 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4100 0.5900 0.0000
         0.0100 0.2200 0.3200 0.2500 0.1300 0.0300 0.0100 0.0100 0.0200 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4400 0.1800 0.2300 0.0000 0.1000 0.0400 0.0100 0.0000
         0.9500 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0100 0.0300 0.0000 0.0000
Ithakaaa 0.3913 0.0870 0.3261 0.1957 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2826 0.0652 0.5652 0.0435 0.0217 0.0000 0.0000 0.0000 0.0217 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4565 0.3043 0.1304 0.0000 0.0652 0.0217 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0217 0.0000
         0.6522 0.0217 0.0652 0.0652 0.0652 0.0000 0.1304 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3261 0.1739 0.4348 0.0000 0.0000 0.0652 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6957 0.2174 0.0870 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3261 0.6739 0.0000
         0.0435 0.1957 0.3261 0.2826 0.0870 0.0217 0.0000 0.0217 0.0217 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4565 0.1522 0.1957 0.0000 0.1739 0.0217 0.0000 0.0000
         0.9091 0.0682 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0227 0.0000
Kossssss 0.2857 0.3571 0.3095 0.0476 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3500 0.0250 0.5500 0.0500 0.0000 0.0250 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3333 0.2619 0.1429 0.0000 0.1667 0.0238 0.0238 0.0000 0.0000 0.0000 0.0476 0.0000 0.0000
         0.6667 0.0952 0.0952 0.0476 0.0000 0.0000 0.0952 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5238 0.0476 0.2619 0.0000 0.0238 0.0476 0.0714 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0238
         0.7000 0.1500 0.1500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3571 0.6429 0.0000
         0.0000 0.3333 0.2857 0.3333 0.0476 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5000 0.2619 0.0952 0.0238 0.0714 0.0000 0.0000 0.0476
         0.9706 0.0000 0.0000 0.0000 0.0294 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Kythiraa 0.4400 0.2400 0.3000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0200 0.0000 0.0000
         0.2708 0.0208 0.5208 0.1667 0.0208 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4800 0.3000 0.1400 0.0000 0.0600 0.0000 0.0000 0.0200 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
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         0.6800 0.0400 0.0200 0.0800 0.0000 0.0000 0.1800 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4600 0.1200 0.2400 0.0400 0.0000 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0200 0.0200 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5417 0.2292 0.2083 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0208
         0.3696 0.6304 0.0000
         0.0000 0.1200 0.3800 0.2000 0.1800 0.0400 0.0200 0.0000 0.0600 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4800 0.1200 0.2600 0.0000 0.1400 0.0000 0.0000 0.0000
         0.9600 0.0000 0.0000 0.0000 0.0400 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Murciaaa 0.3469 0.1837 0.4490 0.0000 0.0000 0.0204 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.0500 0.0800 0.8000 0.0200 0.0300 0.0200 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6100 0.3000 0.0700 0.0000 0.0200 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7900 0.0000 0.0300 0.0500 0.0700 0.0200 0.0400 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5300 0.1700 0.2500 0.0000 0.0000 0.0300 0.0100 0.0000 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6300 0.1500 0.2100 0.0000 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000
         0.1354 0.8646 0.0000
         0.0300 0.1600 0.3800 0.2100 0.1000 0.0500 0.0200 0.0000 0.0300 0.0000 0.0200 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2800 0.2500 0.4000 0.0100 0.0600 0.0000 0.0000 0.0000
         0.9300 0.0100 0.0000 0.0200 0.0000 0.0200 0.0100 0.0000 0.0100
Farfaaaa 0.4100 0.2300 0.2900 0.0500 0.0200 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.1100 0.0400 0.7100 0.1100 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0200 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4500 0.2400 0.1300 0.0000 0.1400 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0200 0.0100 0.0100 0.0000
         0.7300 0.0300 0.0500 0.0400 0.0300 0.0200 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4200 0.2000 0.2700 0.0100 0.0100 0.0500 0.0200 0.0000 0.0100 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5306 0.3163 0.1429 0.0102 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4082 0.5918 0.0000
         0.0300 0.1400 0.3800 0.2500 0.1300 0.0600 0.0000 0.0100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5700 0.0500 0.2500 0.0100 0.0700 0.0500 0.0000 0.0000
         0.9082 0.0306 0.0408 0.0102 0.0000 0.0000 0.0102 0.0000 0.0000
Creteeee 0.4419 0.1395 0.3488 0.0581 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0117
         0.2326 0.0698 0.4767 0.1860 0.0000 0.0233 0.0116 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5698 0.3023 0.0581 0.0000 0.0698 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7558 0.0116 0.0581 0.0233 0.0349 0.0116 0.1047 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4070 0.1395 0.4186 0.0000 0.0116 0.0116 0.0000 0.0116 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6163 0.2558 0.1163 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0116
         0.3929 0.6071 0.0000
         0.0116 0.1279 0.4070 0.2558 0.1512 0.0233 0.0000 0.0000 0.0233 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5465 0.1047 0.2093 0.0116 0.0930 0.0349 0.0000 0.0000
         0.9419 0.0233 0.0116 0.0000 0.0000 0.0233 0.0000 0.0000 0.0000
Gimmarae 0.2069 0.3103 0.4655 0.0172 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.0333 0.1167 0.6833 0.0833 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5833 0.3000 0.0333 0.0000 0.0667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000
         0.8333 0.0000 0.0167 0.0500 0.0000 0.0000 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3667 0.1667 0.4333 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000
         0.6667 0.1333 0.2000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.1500 0.8500 0.0000
         0.0167 0.0500 0.4667 0.2333 0.1000 0.1333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2414 0.1724 0.4138 0.0000 0.1379 0.0345 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Lisbonnn 0.1964 0.1964 0.5893 0.0179 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.1379 0.1034 0.5862 0.0345 0.0517 0.0345 0.0172 0.0000 0.0000 0.0172 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000
         0.6552 0.2414 0.0690 0.0172 0.0172 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.8276 0.0172 0.0172 0.0000 0.0000 0.0345 0.0862 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000
         0.5172 0.1552 0.2241 0.0000 0.0000 0.0172 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000 0.0172 0.0345 0.0172 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6964 0.1786 0.1250 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.1296 0.8704 0.0000
         0.0345 0.0345 0.5517 0.2069 0.1552 0.0000 0.0000 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.1964 0.1607 0.4286 0.0000 0.1071 0.1071 0.0000 0.0000
         0.9630 0.0185 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0185 0.0000 0.0000
Madriddd 0.1481 0.3148 0.5000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0370 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.0862 0.1034 0.5517 0.1724 0.0172 0.0000 0.0000 0.0345 0.0000 0.0345 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5000 0.2414 0.0000 0.0000 0.2586 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7414 0.1207 0.0172 0.0000 0.0172 0.0000 0.1034 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4828 0.1897 0.2586 0.0000 0.0000 0.0517 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7414 0.1552 0.1034 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.0536 0.9286 0.0179
         0.0000 0.0345 0.7069 0.1207 0.1034 0.0000 0.0000 0.0000 0.0345 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3448 0.1552 0.2931 0.0000 0.2069 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Arrhenys 0.2857 0.2857 0.3929 0.0179 0.0000 0.0000 0.0179 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.0500 0.0333 0.7167 0.0833 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4483 0.3793 0.0517 0.0000 0.0862 0.0000 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000
         0.8667 0.0000 0.0167 0.0500 0.0000 0.0167 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5167 0.0667 0.3167 0.0333 0.0167 0.0333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7000 0.1333 0.1333 0.0333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.1071 0.8929 0.0000
         0.0000 0.0667 0.4667 0.2333 0.0333 0.1667 0.0167 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2333 0.2333 0.4167 0.0000 0.1167 0.0000 0.0000 0.0000
         0.9138 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000 0.0345 0.0345 0.0000 0.0000
Vastoooo 0.1207 0.5000 0.3103 0.0517 0.0172 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.1833 0.0500 0.5833 0.1333 0.0333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4167 0.2833 0.1167 0.0333 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0167 0.0167 0.0000
         0.7667 0.0167 0.0500 0.0167 0.0333 0.0000 0.0667 0.0000 0.0000 0.0333 0.0167
         0.5167 0.0333 0.2667 0.0167 0.0000 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0500 0.0000 0.0167 0.0167 0.0000 0.0000
         0.5833 0.3500 0.0667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2857 0.7143 0.0000
         0.0167 0.1833 0.4333 0.2333 0.0667 0.0500 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6000 0.1333 0.1667 0.0167 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000
         0.8966 0.0345 0.0345 0.0000 0.0000 0.0172 0.0172 0.0000 0.0000
Aidinnnn 0.2778 0.3333 0.3889 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2222 0.1111 0.4444 0.1111 0.0000 0.0556 0.0000 0.0000 0.0556 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5000 0.2222 0.2222 0.0000 0.0556 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7778 0.0556 0.0000 0.1111 0.0000 0.0000 0.0556 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4444 0.1667 0.1667 0.1111 0.0000 0.0000 0.1111 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5000 0.3333 0.1111 0.0000 0.0556 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2778 0.7222 0.0000
         0.0556 0.3333 0.2222 0.2778 0.1111 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5556 0.2778 0.0556 0.0000 0.0556 0.0556 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Limasoll 0.3833 0.2000 0.3667 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5833 0.0333 0.1667 0.1167 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0333 0.0000
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         0.3500 0.3167 0.2333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0667 0.0000 0.0333 0.0000
         0.4667 0.0500 0.0000 0.2000 0.0667 0.0333 0.1833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6667 0.0667 0.2167 0.0000 0.0000 0.0333 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4667 0.3833 0.1500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4828 0.5172 0.0000
         0.0167 0.2167 0.2000 0.2167 0.2833 0.0500 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3833 0.1833 0.2833 0.0000 0.1333 0.0167 0.0000 0.0000
         0.9655 0.0000 0.0172 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Nicosiaa 0.1667 0.2500 0.5417 0.0417 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5625 0.1042 0.1667 0.1042 0.0000 0.0417 0.0000 0.0000 0.0208 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4583 0.1667 0.1458 0.0000 0.1875 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0208 0.0208 0.0000 0.0000
         0.4792 0.0417 0.1042 0.2083 0.0000 0.0000 0.1667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3958 0.1250 0.3333 0.0000 0.0208 0.0625 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0208 0.0417 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6875 0.2292 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5870 0.4130 0.0000
         0.0000 0.2500 0.3333 0.1458 0.1667 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0208
         0.3750 0.1458 0.1875 0.0417 0.2500 0.0000 0.0000 0.0000
         0.9565 0.0000 0.0000 0.0217 0.0217 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Calavera 0.2679 0.3214 0.3750 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0357
         0.3167 0.0500 0.5667 0.0000 0.0000 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000
         0.6667 0.1481 0.1296 0.0000 0.0556 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5667 0.0000 0.0333 0.0833 0.0333 0.0167 0.2667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6167 0.0000 0.3333 0.0000 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6429 0.3571 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5345 0.4655 0.0000
         0.0000 0.3800 0.2200 0.3000 0.0600 0.0000 0.0000 0.0000 0.0400 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2857 0.3095 0.3095 0.0000 0.0952 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Napaaaaa 0.2115 0.2115 0.4423 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1347
         0.4697 0.0455 0.3636 0.0000 0.0000 0.0606 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0606 0.0000
         0.7069 0.1552 0.1207 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6719 0.0000 0.0781 0.0312 0.0156 0.0469 0.1562 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5500 0.0000 0.4167 0.0000 0.0167 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6061 0.3939 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6034 0.3966 0.0000
         0.0000 0.3261 0.3043 0.1739 0.1739 0.0000 0.0000 0.0000 0.0217 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3636 0.3636 0.2045 0.0000 0.0682 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Solanooo 0.1071 0.1964 0.6964 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2419 0.0000 0.5000 0.0000 0.0000 0.2097 0.0323 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0161
         0.6481 0.1852 0.1481 0.0000 0.0185 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6724 0.0000 0.0517 0.0690 0.0000 0.0345 0.1724 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5667 0.0000 0.3833 0.0000 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5571 0.2714 0.1286 0.0000 0.0000 0.0286 0.0000 0.0143
         0.6333 0.3667 0.0000
         0.0000 0.3036 0.1607 0.2857 0.1786 0.0000 0.0000 0.0000 0.0714 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3750 0.3571 0.1786 0.0000 0.0893 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
YoloDavi 0.1833 0.1833 0.4550 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1834
         0.4118 0.0441 0.4265 0.0000 0.0000 0.0735 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0441 0.0000
         0.7414 0.0862 0.1379 0.0000 0.0345 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7031 0.0000 0.0312 0.0781 0.0625 0.0000 0.1250 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4833 0.0000 0.4500 0.0000 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5758 0.4242 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5690 0.4310 0.0000
         0.0000 0.2500 0.2292 0.3125 0.1250 0.0000 0.0000 0.0000 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4286 0.2857 0.2500 0.0000 0.0357 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SanLuiss 0.3000 0.3167 0.3833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4167 0.1000 0.3833 0.0000 0.0333 0.0667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7826 0.0870 0.0435 0.0000 0.0870 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7500 0.0000 0.0469 0.0938 0.0938 0.0156 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6000 0.0000 0.3833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7200 0.2600 0.0200 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6852 0.3148 0.0000
         0.0000 0.3621 0.0862 0.2931 0.1897 0.0000 0.0000 0.0000 0.0690 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3519 0.3519 0.2963 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.9828 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000
IsraelSB 0.2500 0.2500 0.4444 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0556
         0.4167 0.0000 0.4167 0.0000 0.1111 0.0278 0.0000 0.0278 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3889 0.3889 0.1111 0.0000 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0278 0.0000 0.0000
         0.6471 0.0000 0.0588 0.1176 0.1471 0.0294 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7222 0.0278 0.1389 0.0000 0.0000 0.0556 0.0000 0.0000 0.0000 0.0278 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0278 0.0000 0.0000
         0.4412 0.3235 0.2353 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5833 0.4167 0.0000
         0.0278 0.1111 0.3889 0.1389 0.2778 0.0556 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5000 0.1944 0.1389 0.0278 0.1389 0.0000 0.0000 0.0000
         0.8889 0.0278 0.0000 0.0000 0.0000 0.0556 0.0277 0.0000 0.0000
NapaSi08 0.1724 0.2759 0.4655 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0862 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3793 0.1207 0.3620 0.0000 0.0000 0.0690 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0690 0.0000
         0.6833 0.2000 0.1167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7333 0.0000 0.0167 0.0667 0.0333 0.0333 0.1167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6500 0.0000 0.3333 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5926 0.3889 0.0185 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6500 0.3500 0.0000
         0.0000 0.4000 0.1333 0.2500 0.2000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3667 0.2833 0.2333 0.0000 0.1167 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SDiego02 0.3103 0.1552 0.4310 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1035 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3333 0.0000 0.3667 0.1167 0.0000 0.1833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4500 0.4000 0.0833 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0500 0.0000 0.0000
         0.6667 0.0000 0.0832 0.1167 0.0167 0.0000 0.1167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5517 0.0000 0.3793 0.0000 0.0000 0.0345 0.0000 0.0000 0.0345 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4286 0.5536 0.0000 0.0000 0.0000 0.0178 0.0000 0.0000
         0.6296 0.3704 0.0000
         0.0000 0.1471 0.1471 0.2353 0.3235 0.0882 0.0000 0.0000 0.0588 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3750 0.2321 0.3393 0.0000 0.0536 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SDiego05 0.1833 0.2167 0.5333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0667 0.0000 0.0000 0.0000
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         0.3966 0.0690 0.2586 0.0517 0.0000 0.2240 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4500 0.3833 0.1500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000
         0.6724 0.0000 0.0690 0.1034 0.0000 0.0000 0.1552 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5000 0.0000 0.4655 0.0000 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000 0.0173 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4167 0.5167 0.0166 0.0000 0.0000 0.0500 0.0000 0.0000
         0.6000 0.4000 0.0000
         0.0000 0.3103 0.1897 0.1379 0.2759 0.0000 0.0000 0.0000 0.0862 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3500 0.2000 0.3500 0.0000 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SDiego09 0.2500 0.2679 0.3750 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1071 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4107 0.0357 0.2857 0.0000 0.0000 0.1964 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0715 0.0000
         0.5667 0.3500 0.0667 0.0000 0.0166 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7174 0.0000 0.0652 0.1304 0.0000 0.0000 0.0870 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5167 0.0000 0.4500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4310 0.3793 0.1034 0.0000 0.0000 0.0863 0.0000 0.0000
         0.5833 0.4167 0.0000
         0.0000 0.2679 0.0893 0.3036 0.2500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0892 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3000 0.2333 0.4167 0.0000 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000
         0.9833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000
SLuisO02 0.2308 0.2308 0.5000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0384 
         0.3462 0.0000 0.2692 0.0000 0.0000 0.3077 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0769 0.0000
         0.5833 0.2500 0.1667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6923 0.0000 0.0769 0.1154 0.0000 0.0385 0.0769 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4545 0.0000 0.5455 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5833 0.4167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4615 0.5385 0.0000
         0.0000 0.4231 0.0769 0.1923 0.2308 0.0000 0.0000 0.0000 0.0769 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3750 0.3750 0.2083 0.0000 0.0417 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SLuisO06 0.2333 0.2167 0.3667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1833
         0.4500 0.0667 0.3833 0.0333 0.0000 0.0667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5690 0.2931 0.1207 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5167 0.0000 0.2333 0.0833 0.0500 0.0167 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5833 0.0000 0.4167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4667 0.3000 0.1500 0.0000 0.0000 0.0833 0.0000 0.0000
         0.4038 0.5962 0.0000
         0.0000 0.4333 0.1333 0.2500 0.1167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4667 0.2833 0.1833 0.0000 0.0667 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SLuiOA08 0.3462 0.1346 0.3077 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2115 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4038 0.0385 0.4423 0.0577 0.0000 0.0577 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6667 0.2083 0.0833 0.0000 0.0417 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6731 0.0000 0.0385 0.2692 0.0000 0.0000 0.0192 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4038 0.0000 0.5962 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5435 0.3696 0.0652 0.0000 0.0000 0.0217 0.0000 0.0000
         0.3846 0.6154 0.0000
         0.0000 0.5000 0.1458 0.1667 0.1042 0.0000 0.0000 0.0000 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4773 0.3182 0.1136 0.0000 0.0909 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
LosAng99 0.1500 0.3000 0.3500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1000 0.1000 0.0000 0.0000
         0.0500 0.0000 0.5000 0.0000 0.0000 0.4500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3889 0.3333 0.2778 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4000 0.0000 0.0500 0.1000 0.1500 0.1500 0.0500 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5000 0.0000 0.4500 0.0000 0.0000 0.0500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7778 0.1111 0.0556 0.0000 0.0000 0.0555 0.0000 0.0000
         0.5556 0.4444 0.0000
         0.0000 0.1500 0.1500 0.2000 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000 0.4000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2500 0.5500 0.1000 0.0000 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Fresno01 0.2222 0.2500 0.4167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1111 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2647 0.0882 0.4706 0.1471 0.0000 0.0294 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5000 0.4167 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7222 0.0000 0.0278 0.0000 0.0833 0.0000 0.0000 0.1667 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5000 0.0000 0.4706 0.0000 0.0000 0.0294 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4688 0.5000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0312 0.0000 0.0000
         0.7778 0.2222 0.0000
         0.0714 0.4286 0.2857 0.0714 0.1429 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3846 0.2308 0.1923 0.0000 0.1923 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Σημείωση: Η κωδική ονομασία κάθε δείγματος δεν πρέπει να ξεπερνά τους 8 αλφαριθμητικούς χαρακτήρες 
Loc1 Loc2 Loc3 Loc4 Loc5 Loc6 Loc7 Loc8 Loc9 Loc10 
Gim 1 0 2 3 3 3 3 3 1 1 1 3 1 7 3 3 1 1 1 1 1 2
Gim 1 0 3 3 3 6 3 3 1 2 1 3 1 7 1 1 1 1 1 3 2 2
Gim 1 0 3 3 4 6 2 4 1 2 1 2 1 7 1 3 1 1 1 1 2 2
Gim 1 0 3 3 3 5 3 3 1 1 3 3 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Gim 1 0 3 3 3 4 2 3 1 1 1 5 1 1 3 3 1 1 1 1 2 2
Gim 1 0 1 2 3 5 2 4 1 2 3 3 1 1 2 16 1 1 1 3 2 2
Gim 1 0 1 2 3 5 3 5 1 2 3 5 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Gim 1 0 1 2 3 4 2 3 1 2 3 3 1 7 3 3 1 1 1 3 1 2
Gim 1 0 -9 -9 3 4 2 3 1 2 3 3 1 1 3 3 1 1 1 3 2 2
Gim 1 0 2 3 3 5 3 4 1 2 2 5 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Gim 1 0 1 2 3 5 2 5 2 5 1 6 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Gim 1 0 2 3 3 5 3 3 1 2 3 3 1 1 2 3 1 1 1 2 1 2
Gim 1 0 1 3 3 4 3 5 1 1 1 2 1 1 2 3 1 1 1 3 2 2
Gim 1 0 3 3 4 6 3 3 1 1 1 5 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Gim 1 0 1 2 3 6 3 3 1 10 5 5 1 4 2 6 1 1 1 1 2 2
Gim 1 0 2 3 2 4 3 5 2 5 2 3 1 4 3 3 1 1 1 3 2 2
Gim 1 0 1 3 1 6 3 3 3 5 1 1 1 1 3 3 1 1 1 2 2 2
Gim 1 0 1 2 3 4 2 3 1 1 1 3 1 7 1 2 1 1 1 3 2 2
Gim 1 0 2 4 2 3 3 3 1 2 1 1 1 1 1 2 1 1 1 2 1 2
Gim 1 0 2 3 3 6 3 3 1 2 3 3 1 1 3 3 1 1 1 2 1 2
Gim 1 0 1 1 3 3 3 5 1 5 1 3 1 1 3 3 1 1 1 3 2 2
Gim 1 0 2 3 3 6 3 3 2 2 3 3 1 4 1 3 1 1 1 1 2 2
Gim 1 0 2 3 4 4 3 4 1 1 2 5 3 7 1 3 1 1 3 3 1 2
Gim 1 0 3 3 3 6 3 3 1 2 3 3 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2
Gim 1 0 2 3 3 4 3 4 1 2 3 3 1 1 3 3 1 1 1 3 2 2
Gim 1 0 2 3 3 4 3 3 1 3 2 2 1 1 2 3 1 1 1 3 2 2
Gim 1 0 3 3 2 3 1 1 1 2 1 6 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Gim 1 0 1 3 3 3 3 3 1 1 2 2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2
Gim 1 0 2 2 3 3 3 3 1 2 2 5 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Gim 1 0 1 3 4 4 3 3 1 1 -9 -9 1 1 1 2 1 1 1 2 1 2
Lis 2 0 2 3 3 3 2 3 1 1 3 6 1 6 1 3 1 1 1 2 2 2
Lis 2 0 1 3 2 4 2 10 1 3 1 5 1 1 1 2 1 1 1 3 2 2
Lis 2 0 3 3 5 5 3 5 1 2 3 5 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Lis 2 0 3 4 3 3 1 3 1 1 1 3 1 1 1 8 1 1 1 3 2 2
Lis 2 0 1 3 3 3 3 12 1 3 2 3 1 1 1 3 1 1 2 2 1 2
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Lis 2 0 1 3 3 4 1 3 1 2 1 3 1 7 1 12 1 1 1 3 2 2
Lis 2 0 1 3 3 5 1 5 1 2 3 3 1 1 1 2 1 1 1 1 2 2
Lis 2 0 2 3 1 3 1 3 1 1 1 1 1 6 1 3 1 1 1 3 2 2
Lis 2 0 3 3 3 4 2 3 1 1 2 2 1 7 1 2 1 1 1 3 2 2
Lis 2 0 3 3 5 5 3 3 1 1 2 5 1 7 1 2 1 1 1 3 2 2
Lis 2 0 2 3 3 4 1 3 2 5 3 3 1 3 1 12 1 1 1 1 2 2
Lis 2 0 2 3 3 9 3 3 1 1 1 5 1 1 1 2 1 1 1 1 2 2
Lis 2 0 3 3 4 5 3 3 1 1 2 5 1 7 1 2 1 1 1 1 2 2
Lis 2 0 2 3 3 3 1 3 1 1 3 3 1 7 1 2 1 1 1 1 2 2
Lis 2 0 2 3 3 4 2 3 1 2 3 3 1 1 1 13 1 1 1 3 2 2
Lis 2 0 1 2 2 3 3 3 1 1 -9 -9 1 1 1 3 1 1 1 1 -9 -9
Lis 2 0 1 3 4 5 3 4 1 1 3 3 1 1 1 3 1 1 -9 -9 2 2
Lis 2 0 3 3 3 4 3 5 1 2 3 5 1 1 1 2 1 1 1 1 2 2
Lis 2 0 3 3 3 4 3 3 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2 1 1 2 2
Lis 2 0 2 3 3 3 2 3 1 2 3 6 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Lis 2 0 1 2 3 3 2 3 1 1 1 2 1 1 1 6 1 7 1 2 2 2
Lis 2 0 1 3 3 4 3 3 1 2 6 6 1 1 1 11 1 1 1 2 1 2
Lis 2 0 3 3 1 3 3 3 1 3 3 6 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Lis 2 0 2 3 4 4 1 4 1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 1 2 2
Lis 2 0 1 3 3 3 1 3 1 2 1 3 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
Lis 2 0 1 3 3 5 3 3 3 4 3 3 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Lis 2 0 1 3 3 3 3 6 2 2 2 6 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Lis 2 0 -9 -9 3 5 3 6 1 2 1 3 1 9 3 3 -9 -9 1 2 -9 -9
Lis 2 0 2 3 3 3 3 7 2 2 2 3 1 2 1 3 -9 -9 2 2 1 2
Mur 3 0 1 6 2 4 1 2 1 2 3 3 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Mur 3 0 1 3 2 6 3 3 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 3 3 2 2
Mur 3 0 1 3 2 5 3 3 1 1 1 3 1 4 1 2 1 1 1 1 2 2
Mur 3 0 1 2 2 7 3 3 2 2 2 3 1 5 1 2 6 10 3 3 2 2
Mur 3 0 1 2 4 6 3 6 1 2 1 2 1 1 1 3 2 4 1 3 -9 -9
Mur 3 0 1 1 2 2 3 4 1 3 2 3 1 1 3 3 1 1 1 1 1 2
Mur 3 0 3 3 2 4 3 3 1 2 2 3 1 1 3 3 1 1 1 1 2 2
Mur 3 0 1 6 2 4 2 3 1 2 3 3 1 1 1 1 1 1 1 3 1 2
Mur 3 0 1 1 2 7 3 3 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 3 2 2
Mur 3 0 2 3 2 2 1 3 1 1 1 5 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Mur 3 0 1 1 2 4 3 3 2 2 3 5 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Mur 3 0 2 3 3 3 3 4 1 2 1 3 1 1 2 9 1 1 1 3 2 2
Mur 3 0 1 2 3 4 3 3 1 1 1 2 1 7 1 3 1 1 1 1 1 2
Mur 3 0 1 3 4 4 3 3 1 1 3 3 1 1 2 3 1 1 1 2 2 2
Mur 3 0 3 3 3 6 3 5 1 1 2 2 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Mur 3 0 2 3 3 5 3 3 1 2 1 5 1 1 1 3 1 7 1 1 2 2
Mur 3 0 3 3 1 3 3 3 1 2 1 3 1 1 1 2 1 1 1 1 2 2
Mur 3 0 1 2 2 6 1 3 1 2 1 3 1 1 2 2 1 1 1 2 2 2
Mur 3 0 1 3 4 9 3 3 2 3 1 2 1 3 1 1 1 1 3 3 2 2
Mur 3 0 2 3 4 5 3 3 1 2 2 3 1 5 1 3 1 1 1 3 1 2
Mur 3 0 1 3 4 9 3 3 3 3 1 2 1 1 1 1 1 1 2 3 2 2
Mur 3 0 2 3 3 5 3 3 1 2 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Mur 3 0 1 2 3 3 3 3 1 1 2 3 1 1 3 6 1 4 1 3 2 2
Mur 3 0 1 3 3 5 3 3 1 2 2 3 5 6 1 1 1 1 1 3 1 2
Mur 3 0 1 3 3 3 3 3 1 2 2 3 1 1 3 3 1 1 1 2 2 2
Mur 3 0 1 3 3 5 1 3 1 1 2 3 1 1 1 2 1 1 1 2 2 2
Mur 3 0 1 1 3 3 3 3 1 1 3 3 1 5 1 1 1 1 2 2 2 2
Mur 3 0 2 3 4 4 3 3 1 2 2 3 1 5 1 1 1 1 3 3 2 2
Mur 3 0 1 3 3 3 3 5 1 2 3 3 4 7 1 2 1 1 1 1 2 2
Mur 3 0 3 3 3 5 1 3 1 1 1 5 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Mur 3 0 1 3 3 4 3 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1 1 2 2 2
Mur 3 0 -9 -9 3 3 3 3 1 1 1 5 1 1 1 3 1 1 1 1 -9 -9
Mur 3 0 3 3 3 9 3 3 1 2 2 3 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Mur 3 0 1 3 2 3 2 3 1 1 1 3 1 5 1 1 1 1 1 1 1 2
Mur 3 0 1 3 2 3 2 6 2 2 2 3 1 1 3 7 1 1 1 1 1 2
Mur 3 0 3 3 1 3 3 3 1 2 2 3 1 3 2 2 1 1 1 1 2 2
Mur 3 0 3 3 1 5 3 3 1 2 1 3 1 3 1 3 1 1 1 5 1 2
Mur 3 0 2 3 4 5 3 3 1 1 2 3 5 6 1 1 1 1 1 1 2 2
Mur 3 0 2 3 3 4 3 3 1 1 1 3 1 7 1 1 1 1 1 2 2 2
Mur 3 0 1 3 4 4 3 3 2 3 3 3 1 1 3 3 1 1 1 2 2 2
Mur 3 0 1 2 3 3 2 2 1 2 1 2 1 1 1 6 1 1 1 1 2 2
Mur 3 0 1 1 2 4 3 3 1 1 2 5 1 1 3 6 1 1 1 3 2 2
Mur 3 0 2 3 3 11 3 3 1 3 1 3 1 1 1 2 1 1 1 2 1 2
Mur 3 0 1 3 3 3 3 5 1 1 3 4 1 4 1 3 1 1 2 3 2 2
Mur 3 0 2 3 3 11 3 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Mur 3 0 1 3 3 4 2 3 2 5 1 2 1 4 1 2 1 1 1 2 2 2
Mur 3 0 2 3 5 6 3 3 1 1 1 2 1 1 1 2 1 6 1 3 2 2
Mur 3 0 1 3 3 3 2 3 1 5 2 3 1 4 2 3 1 1 1 3 1 2
Mur 3 0 2 3 3 4 3 3 1 3 1 3 1 7 1 2 1 1 1 1 1 2
Mur 3 0 3 3 3 3 3 3 2 2 1 2 1 1 1 3 1 1 1 3 1 2
Mad 4 0 3 3 3 3 2 4 1 5 1 5 1 5 1 2 1 1 1 1 2 2
Mad 4 0 3 3 2 3 3 3 1 1 2 3 1 1 1 1 -9 -9 1 3 2 2
Mad 4 0 -9 -9 3 3 1 3 1 5 1 2 1 1 1 6 -9 -9 1 3 2 2
Mad 4 0 2 3 3 5 3 3 1 2 2 5 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Mad 4 0 -9 -9 3 5 1 3 1 2 1 5 1 1 3 3 1 1 1 2 2 2
Mad 4 0 3 3 3 4 3 4 1 5 1 3 1 1 2 3 1 1 1 1 2 2
Mad 4 0 3 3 3 4 3 8 2 5 2 2 1 1 1 2 1 1 1 2 -9 -9
Mad 4 0 3 3 3 3 2 10 1 2 1 1 1 1 3 8 -9 -9 1 2 2 2
Mad 4 0 1 3 3 3 3 4 5 5 3 5 1 7 1 3 -9 -9 1 1 2 2
Mad 4 0 2 7 3 4 3 3 1 2 3 3 1 1 1 3 -9 -9 1 1 2 2
Mad 4 0 2 3 3 3 3 4 1 5 1 3 1 2 2 3 1 1 1 1 2 2
Mad 4 0 2 3 3 4 3 8 2 5 1 2 1 1 1 1 -9 -9 1 2 2 2
Mad 4 0 1 3 3 4 1 10 1 2 1 1 1 1 3 3 1 1 1 2 2 2
Mad 4 0 1 2 3 4 1 3 1 2 1 2 1 1 2 6 1 1 1 1 2 2
Mad 4 0 1 3 3 5 2 3 1 5 5 5 2 3 2 3 1 1 1 1 2 2
Mad 4 0 1 3 3 5 3 4 5 5 3 5 2 7 1 2 1 1 1 1 2 2
Mad 4 0 1 2 3 3 3 4 1 5 3 5 1 7 1 1 1 1 1 2 2 3
Mad 4 0 2 3 3 3 3 3 1 1 3 5 1 1 1 3 1 1 2 3 2 2
Mad 4 0 3 3 3 3 4 4 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Mad 4 0 3 3 3 5 3 3 1 2 1 2 1 1 1 3 -9 -9 2 3 2 2
Mad 4 0 2 2 3 3 2 3 1 2 3 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Mad 4 0 3 7 3 4 3 4 1 1 2 3 1 2 1 1 1 1 1 1 2 2
Mad 4 0 2 2 3 3 2 3 1 1 3 5 2 7 1 1 1 1 1 1 2 2
Mad 4 0 2 2 3 9 3 5 1 2 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2
Mad 4 0 2 3 3 3 2 3 1 5 3 5 2 7 1 1 1 1 1 1 2 2
Mad 4 0 2 3 3 5 3 4 5 5 3 5 2 7 1 3 1 1 1 1 2 2
Mad 4 0 1 3 3 3 3 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1 1 3 2 2
Mad 4 0 1 3 2 3 3 3 1 2 1 1 1 1 2 3 1 1 1 3 2 2
Mad 4 0 2 2 3 9 1 3 2 2 1 1 1 1 2 6 1 1 1 1 1 2
Arr 5 0 2 3 3 3 3 5 2 2 3 5 1 1 5 10 1 1 1 3 2 2
Arr 5 0 1 3 3 4 3 4 1 1 1 3 1 1 1 3 1 7 1 4 1 2
Arr 5 0 2 3 3 3 3 3 1 3 1 3 4 7 1 3 1 6 1 3 2 2
Arr 5 0 2 3 3 5 3 5 1 11 2 3 1 1 1 3 1 6 1 4 2 2
Arr 5 0 2 3 4 6 3 3 1 2 2 3 1 1 1 3 1 1 2 3 2 2
Arr 5 0 1 3 2 3 3 3 1 2 1 2 1 1 1 3 1 1 2 3 2 2
Arr 5 0 2 3 3 6 3 3 1 5 2 3 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Arr 5 0 1 3 2 4 3 5 1 2 2 5 1 1 1 3 1 1 2 2 1 2
Arr 5 0 1 7 2 6 3 3 1 2 3 3 1 1 1 1 1 1 1 3 2 2
Arr 5 0 2 3 4 4 2 3 1 1 1 3 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Arr 5 0 1 2 3 6 2 4 5 5 1 3 1 6 1 1 1 1 1 1 2 2
Arr 5 0 1 4 4 4 3 3 2 2 2 3 1 1 2 3 1 1 1 1 2 2
Arr 5 0 -9 -9 3 7 3 3 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 -9 -9
Arr 5 0 3 3 3 9 3 3 1 5 3 5 1 1 1 1 1 1 1 3 2 2
Arr 5 0 1 3 3 6 3 3 -9 -9 2 3 1 1 6 6 1 1 1 1 -9 -9
Arr 5 0 1 3 3 4 3 5 2 3 3 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Arr 5 0 1 3 3 4 3 11 1 2 2 5 1 7 2 3 1 1 1 1 2 2
Arr 5 0 1 3 3 6 3 3 1 2 1 5 1 1 1 1 3 7 1 1 2 2
Arr 5 0 1 2 3 4 1 3 1 2 3 3 1 4 1 1 1 1 1 1 2 2
Arr 5 0 2 3 3 6 1 3 2 2 1 2 1 1 2 3 1 1 3 3 2 2
Arr 5 0 2 3 3 3 3 4 1 2 1 1 1 1 3 4 1 1 1 1 2 2
Arr 5 0 2 3 4 4 3 5 2 3 3 3 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Arr 5 0 2 3 6 6 3 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Arr 5 0 2 2 2 4 3 5 2 5 2 3 1 1 3 3 -9 -9 1 2 2 2
Arr 5 0 -9 -9 3 6 1 3 2 8 3 5 1 7 1 2 1 1 1 1 2 2
Arr 5 0 1 3 3 3 3 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Arr 5 0 1 2 3 5 3 3 1 1 2 3 1 1 3 3 1 1 1 1 1 2
Arr 5 0 1 3 3 3 3 3 1 2 3 5 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Arr 5 0 1 3 3 3 3 3 1 2 2 2 1 3 1 4 1 1 1 2 1 2
Arr 5 0 1 2 3 4 3 3 1 2 2 3 1 4 1 3 1 1 1 1 2 2
Far 6 0 4 5 2 5 2 3 1 2 1 3 1 5 1 2 1 1 1 4 1 2
Far 6 0 1 2 3 4 1 3 2 3 1 5 1 7 4 6 1 1 1 2 1 2
Far 6 0 3 4 4 5 3 3 1 1 1 3 1 1 1 3 1 1 1 3 1 2
Far 6 0 1 3 3 4 3 3 1 2 1 2 1 1 1 2 1 1 1 3 1 2
Far 6 0 1 2 2 4 3 3 1 10 1 1 1 1 1 1 1 1 3 3 1 2
Far 6 0 2 3 3 5 1 3 1 1 1 3 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2
Far 6 0 3 4 3 4 1 3 1 2 1 1 1 1 1 2 1 1 2 2 2 2
Far 6 0 1 2 4 6 3 3 1 2 1 3 1 5 3 3 -9 -9 1 2 1 2
Far 6 0 1 2 3 3 1 3 3 5 1 2 1 7 2 6 1 1 1 1 1 2
Far 6 0 2 3 2 6 3 5 1 1 1 5 6 7 1 1 1 1 1 1 1 1
Far 6 0 1 3 4 4 1 3 2 2 1 1 1 3 1 7 1 1 2 2 1 1
Far 6 0 2 2 3 5 3 3 1 3 3 3 2 3 3 3 1 1 1 2 2 2
Far 6 0 1 3 2 5 3 3 2 2 2 3 1 1 3 3 1 2 2 2 2 2
Far 6 0 1 2 1 4 1 3 1 1 1 3 1 4 3 10 1 1 1 2 1 1
Far 6 0 1 2 3 4 1 3 2 3 1 5 1 1 1 3 1 1 3 3 2 2
Far 6 0 2 5 3 3 3 3 3 3 1 3 1 2 3 3 1 1 1 3 1 2
Far 6 0 1 1 3 4 3 3 1 2 1 1 1 7 1 2 1 1 1 3 2 2
Far 6 0 3 3 2 4 3 3 1 2 3 6 1 1 1 3 1 1 1 3 -9 -9
Far 6 0 1 2 2 3 3 3 3 11 1 1 1 1 1 2 1 1 1 2 2 2
Far 6 0 1 1 2 3 3 4 1 3 1 3 1 1 1 1 1 3 -9 -9 1 2
Far 6 0 2 3 2 5 3 3 1 5 1 5 1 7 2 2 1 1 1 1 1 2
Far 6 0 1 2 3 5 2 3 1 5 1 3 1 4 2 3 1 1 1 2 2 2
Far 6 0 1 3 4 5 1 3 1 2 1 3 1 1 1 6 1 1 1 2 1 2
Far 6 0 1 3 3 5 3 3 2 5 1 3 1 1 1 2 1 1 2 2 1 1
Far 6 0 1 4 3 6 3 3 5 5 1 5 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Far 6 0 1 3 2 4 3 3 1 1 1 1 1 3 1 3 1 3 1 3 1 2
Far 6 0 1 2 2 3 2 3 1 5 3 3 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Far 6 0 1 1 3 4 1 3 1 2 1 6 1 3 2 3 1 1 1 3 2 2
Far 6 0 1 1 2 3 3 3 1 2 1 3 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Far 6 0 1 3 4 4 3 4 3 3 1 1 1 1 3 6 1 1 1 3 1 2
Far 6 0 1 3 4 5 3 4 2 3 1 1 1 7 1 1 1 1 1 2 2 2
Far 6 0 3 3 3 8 3 3 1 5 1 4 5 7 1 3 1 1 2 2 1 1
Far 6 0 2 2 3 4 3 4 1 5 1 1 1 1 1 2 1 1 1 2 1 1
Far 6 0 1 2 3 3 2 4 1 2 1 3 1 1 2 3 1 1 1 2 1 2
Far 6 0 1 3 3 5 3 3 1 5 1 6 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Far 6 0 3 3 3 4 3 3 2 5 3 5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Far 6 0 1 2 4 4 3 3 2 5 1 1 1 1 1 3 1 2 1 2 1 2
Far 6 0 2 3 3 5 3 3 2 3 1 1 1 6 2 9 1 1 1 2 2 2
Far 6 0 3 3 2 6 3 3 1 1 1 3 3 7 2 7 1 4 1 1 2 2
Far 6 0 1 3 3 3 3 4 1 1 1 1 4 7 1 2 1 1 1 2 1 2
Far 6 0 1 3 2 3 3 3 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Far 6 0 1 2 4 6 1 1 1 1 3 6 1 1 2 3 1 1 1 2 1 2
Far 6 0 2 2 1 3 3 4 1 2 1 1 1 1 1 1 1 7 1 2 1 1
Far 6 0 1 3 2 3 3 4 1 5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Far 6 0 1 3 3 4 3 4 1 12 1 2 1 1 3 6 1 3 1 2 2 2
Far 6 0 1 3 1 4 3 3 1 10 3 5 1 7 1 5 1 2 1 1 2 2
Far 6 0 1 1 3 5 3 10 1 3 2 3 1 1 1 1 1 1 2 3 1 2
Far 6 0 1 4 3 6 4 10 1 2 1 3 1 1 1 2 1 1 1 3 1 2
Far 6 0 1 3 3 3 3 3 1 5 1 6 1 1 2 3 1 1 1 2 1 2
Far 6 0 1 1 3 3 3 4 1 2 1 3 1 4 1 2 1 3 1 2 1 2
Vas 7 0 1 2 3 3 3 3 1 3 1 3 1 1 1 12 1 1 1 2 1 2
Vas 7 0 1 2 3 3 3 3 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Vas 7 0 -9 -9 4 6 3 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 6 1 2 2 2
Vas 7 0 3 3 2 4 3 3 1 2 1 5 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Vas 7 0 3 5 2 4 3 4 1 12 1 5 1 7 3 3 1 1 1 2 1 1
Vas 7 0 2 2 2 3 1 1 1 4 1 5 1 10 1 1 1 2 2 3 2 2
Vas 7 0 2 3 3 4 3 4 3 5 1 1 1 1 1 6 1 1 1 1 -9 -9
Vas 7 0 2 2 4 6 1 3 2 5 1 4 1 7 1 3 1 1 1 2 2 2
Vas 7 0 2 3 3 3 3 3 1 2 1 1 1 3 2 4 2 7 1 1 1 2
Vas 7 0 2 3 3 3 3 5 2 5 1 1 1 5 1 6 1 1 1 1 2 2
Vas 7 0 2 2 3 6 3 3 1 2 1 3 1 11 1 12 1 1 2 2 1 2
Vas 7 0 2 4 4 5 3 3 1 2 1 1 1 1 3 12 1 1 1 1 1 2
Vas 7 0 2 4 3 4 3 4 2 5 1 1 1 1 1 1 1 1 2 3 1 2
Vas 7 0 2 2 1 3 1 3 1 3 1 3 1 1 1 3 1 1 2 2 1 2
Vas 7 0 1 2 3 3 3 3 1 2 1 2 1 7 1 6 1 1 1 2 2 2
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Vas 7 0 2 3 2 2 1 4 1 2 1 3 1 1 3 3 1 1 1 1 1 2
Vas 7 0 2 3 2 3 1 3 2 3 1 1 5 10 1 1 -9 -9 2 3 2 2
Vas 7 0 1 3 2 9 3 4 2 3 1 3 1 1 3 6 1 1 2 2 2 2
Vas 7 0 3 3 3 5 2 10 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Vas 7 0 2 3 3 4 3 3 1 3 1 2 1 1 1 15 1 1 1 1 2 2
Vas 7 0 2 3 2 5 1 3 1 4 2 3 1 7 1 3 1 1 2 2 2 2
Vas 7 0 2 3 2 3 3 5 1 3 2 3 1 1 3 3 1 1 1 2 2 2
Vas 7 0 2 2 4 4 1 3 1 5 3 5 1 4 1 1 1 1 1 1 2 2
Vas 7 0 2 2 3 3 1 1 1 2 1 3 1 3 1 1 1 1 1 2 1 2
Vas 7 0 1 2 3 4 3 4 1 11 1 2 1 2 1 3 3 3 1 1 -9 -9
Vas 7 0 1 2 2 5 1 4 2 2 1 1 1 3 3 3 1 1 1 1 1 2
Vas 7 0 3 3 3 4 2 3 1 1 2 5 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Vas 7 0 1 2 3 4 2 3 1 2 1 3 1 1 1 14 1 1 1 2 2 2
Vas 7 0 3 4 3 3 3 3 1 5 1 1 1 1 3 6 1 1 1 3 1 2
Vas 7 0 2 3 2 4 3 4 2 10 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2
Ale 8 0 3 3 1 2 1 2 1 2 1 1 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2
Ale 8 0 1 3 1 2 1 2 1 2 1 1 1 1 2 3 1 1 1 1 2 2
Ale 8 0 1 3 1 3 1 2 1 2 2 3 1 1 2 3 1 1 1 1 1 2
Ale 8 0 1 3 1 3 1 2 1 3 2 3 1 2 2 3 1 1 1 1 1 2
Ale 8 0 2 2 3 4 3 4 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1
Ale 8 0 3 3 4 5 3 3 1 2 1 3 1 1 1 2 1 1 1 1 2 2
Ale 8 0 3 3 3 4 3 3 1 2 1 2 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Ale 8 0 1 3 1 2 1 2 1 2 1 2 1 1 2 2 1 1 1 1 1 2
Ale 8 0 1 3 4 4 3 3 1 1 1 2 1 3 3 8 1 1 1 2 2 2
Ale 8 0 2 3 4 4 3 4 2 4 3 5 1 1 1 3 1 1 2 3 1 1
Ale 8 0 1 2 3 4 1 3 1 1 3 3 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
Ale 8 0 1 3 4 8 3 3 1 11 1 5 4 4 1 1 1 1 2 2 1 2
Ale 8 0 1 2 3 4 1 4 1 3 1 3 2 4 1 2 1 2 1 3 2 2
Ale 8 0 1 4 4 5 1 1 1 5 2 3 1 4 3 3 1 1 1 2 2 2
Ale 8 0 3 3 3 3 1 1 2 3 2 3 1 7 1 1 1 1 1 1 1 1
Ale 8 0 1 2 4 4 1 3 1 2 1 3 1 4 1 3 1 7 1 1 1 2
Ale 8 0 3 3 3 4 3 4 1 6 1 3 1 4 1 3 1 1 1 2 1 2
Ale 8 0 1 3 3 3 1 3 2 5 3 3 1 7 3 3 1 1 1 1 1 1
Ale 8 0 1 3 3 4 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Ale 8 0 1 2 2 4 1 3 1 2 1 2 1 4 1 2 1 1 2 2 1 2
Ale 8 0 1 2 2 2 1 3 1 1 1 5 1 7 1 3 1 1 1 2 1 2
Ale 8 0 2 3 2 3 3 3 2 3 1 3 1 7 1 3 1 1 1 3 1 1
Ale 8 0 3 3 2 3 3 3 1 3 1 5 3 7 1 1 1 2 1 2 1 2
Ale 8 0 2 2 5 5 1 3 2 5 1 1 4 7 2 6 1 1 1 1 2 2
Ale 8 0 1 3 4 4 1 3 1 3 2 3 1 1 1 3 1 3 1 1 1 2
Ale 8 0 1 3 5 6 3 3 1 1 1 3 1 1 3 3 1 1 1 2 2 2
Ale 8 0 2 3 3 3 3 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Ale 8 0 1 2 2 5 1 3 1 2 1 2 1 5 3 3 1 1 1 1 1 1
Ale 8 0 1 3 4 4 3 3 1 2 1 5 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Ale 8 0 1 2 3 3 1 3 1 2 2 5 1 1 1 6 1 1 1 1 1 2
Ale 8 0 2 3 2 4 3 3 1 2 3 5 5 7 1 2 1 1 1 2 2 2
Ale 8 0 1 3 2 5 3 3 1 12 2 5 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2
Ale 8 0 1 4 4 6 3 3 2 2 3 3 1 3 2 3 1 1 1 1 1 2
Ale 8 0 1 3 2 3 3 6 2 5 5 5 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
Ale 8 0 1 3 2 4 3 4 1 2 3 3 1 2 1 3 1 1 1 1 2 2
Ale 8 0 1 1 3 5 1 3 5 10 1 5 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Ale 8 0 1 3 3 3 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Ale 8 0 2 4 3 4 1 1 2 2 1 5 1 1 3 3 1 1 1 3 1 2
Ale 8 0 1 1 4 5 1 3 1 5 2 3 1 4 3 3 1 1 2 2 1 1
Ale 8 0 2 3 3 3 3 3 3 3 1 3 1 1 1 11 4 7 1 2 2 2
Ale 8 0 2 3 3 3 3 4 1 1 1 1 1 4 1 3 1 1 1 1 1 1
Ale 8 0 1 3 3 3 3 4 1 2 1 3 1 7 1 3 1 1 1 1 1 2
Ale 8 0 1 3 2 3 1 3 1 1 3 5 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Ale 8 0 1 2 3 4 2 2 1 1 3 6 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Ale 8 0 1 3 4 4 1 3 2 2 3 3 1 7 1 1 1 1 2 3 1 2
Ale 8 0 3 3 1 3 1 3 1 3 1 1 1 2 2 2 1 1 1 1 2 2
Ale 8 0 3 3 1 2 3 3 1 3 1 1 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2
Ale 8 0 1 3 2 3 3 3 1 2 2 2 1 1 3 6 1 1 1 1 1 1
Ale 8 0 1 3 2 4 3 5 1 1 2 5 1 7 1 3 1 1 1 1 1 1
Ale 8 0 2 3 3 4 3 3 1 5 1 5 1 3 1 3 1 1 1 2 1 2
Lef 9 0 1 3 1 3 3 3 1 2 2 3 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1
Lef 9 0 1 1 3 4 2 3 1 1 1 6 1 1 1 3 1 1 1 3 1 2
Lef 9 0 1 1 5 6 3 3 2 5 1 2 1 3 3 10 1 1 1 3 1 2
Lef 9 0 1 1 3 6 2 2 3 11 1 1 1 7 1 1 1 1 1 3 2 2
Lef 9 0 1 2 2 3 3 3 1 5 2 3 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
Lef 9 0 3 3 2 3 3 8 3 5 1 1 4 7 1 3 1 1 1 3 1 2
Lef 9 0 2 3 2 4 1 3 1 3 1 5 1 1 1 2 1 5 1 1 2 2
Lef 9 0 3 4 3 4 3 3 1 1 1 6 1 2 1 3 1 1 1 1 2 2
Lef 9 0 1 3 1 2 3 3 2 2 1 2 1 1 1 1 1 6 1 3 2 2
Lef 9 0 1 1 2 3 3 3 2 2 1 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Lef 9 0 1 1 3 4 3 3 2 3 1 2 1 7 3 10 1 1 1 1 1 2
Lef 9 0 2 4 3 5 4 9 1 1 2 5 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Lef 9 0 1 3 2 4 2 3 1 5 1 2 1 1 1 1 1 3 2 2 1 2
Lef 9 0 1 3 3 4 2 3 1 1 1 6 1 1 1 1 1 3 1 3 2 2
Lef 9 0 1 2 2 3 1 3 1 3 2 3 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Lef 9 0 1 3 2 3 3 6 1 2 3 3 1 1 3 3 1 1 1 1 1 2
Lef 9 0 1 3 3 6 3 6 1 1 2 5 1 1 1 3 1 1 1 3 1 2
Lef 9 0 2 3 2 3 1 3 1 1 1 1 1 3 1 1 1 3 1 2 1 2
Lef 9 0 1 4 2 3 2 3 1 1 1 3 1 7 1 2 1 2 1 1 1 2
Lef 9 0 2 11 2 4 1 3 1 2 1 6 1 3 1 1 1 1 1 2 1 2
Lef 9 0 1 3 3 3 3 3 3 3 5 5 1 1 1 1 1 1 1 3 1 2
Lef 9 0 1 2 2 4 1 3 1 3 1 3 1 7 1 4 1 2 1 2 1 2
Lef 9 0 1 3 4 4 3 3 1 1 5 8 1 5 1 1 1 1 1 3 1 2
Lef 9 0 1 2 4 6 1 1 1 2 3 5 1 3 2 11 1 1 1 3 1 1
Lef 9 0 1 4 4 4 3 9 1 1 1 5 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Lef 9 0 1 3 3 4 1 5 1 1 1 5 1 1 1 2 1 1 1 3 1 2
Lef 9 0 2 3 4 4 1 3 1 5 1 1 3 6 1 2 1 1 1 2 1 2
Lef 9 0 1 2 2 4 1 4 3 5 1 5 1 7 3 3 1 2 2 3 1 2
Lef 9 0 1 1 2 3 1 3 1 1 1 1 3 3 2 3 1 1 2 3 1 2
Lef 9 0 1 4 4 4 3 3 1 1 1 3 1 3 1 3 1 1 1 1 2 2
Lef 9 0 1 3 3 3 4 4 1 2 1 3 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Lef 9 0 1 2 2 4 2 3 1 5 1 1 1 3 1 1 1 6 1 2 1 2
Lef 9 0 2 3 1 3 3 3 2 5 2 3 1 1 1 1 1 1 1 4 2 2
Lef 9 0 1 3 2 4 3 3 1 2 1 6 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Lef 9 0 3 11 2 4 3 3 1 2 1 6 1 7 1 3 1 1 1 2 1 2
Lef 9 0 3 11 4 4 3 4 1 3 1 3 1 7 1 3 1 1 1 2 2 2
Lef 9 0 1 3 3 4 3 4 1 1 2 6 1 3 1 3 1 1 1 1 1 1
Lef 9 0 2 3 2 4 1 2 1 5 1 2 1 1 1 1 1 1 2 3 1 2
Lef 9 0 1 2 3 4 3 3 1 12 3 3 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1
Lef 9 0 3 3 2 5 3 4 2 2 1 2 3 3 1 1 1 1 2 3 2 2
Lef 9 0 1 2 3 5 1 2 2 5 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1
Lef 9 0 2 2 2 6 3 4 1 5 3 5 1 1 1 3 1 6 1 3 2 2
Lef 9 0 1 1 2 4 3 3 2 5 3 5 1 4 1 1 1 1 1 4 2 2
Lef 9 0 1 3 1 3 3 4 1 2 2 3 1 1 1 1 2 2 1 4 2 2
Lef 9 0 1 2 4 5 4 4 1 1 2 5 2 5 1 1 1 1 1 3 2 2
Lef 9 0 2 2 2 6 3 3 1 5 3 5 1 1 1 4 1 1 1 1 1 2
Lef 9 0 3 3 3 4 3 10 1 1 1 1 1 7 1 1 1 1 1 2 2 2
Lef 9 0 -9 -9 3 5 3 3 1 2 5 5 1 1 1 6 1 1 1 1 1 2
Pat 10 0 2 3 3 6 3 3 1 9 2 3 1 3 1 2 1 1 1 2 2 2
Pat 10 0 1 2 3 5 1 3 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Pat 10 0 2 4 4 4 1 4 2 5 1 4 1 1 2 3 1 5 1 1 2 2
Pat 10 0 3 3 4 9 3 5 1 3 2 3 1 7 1 1 1 1 1 2 1 2
Pat 10 0 1 3 6 11 1 1 1 5 3 5 1 7 1 3 1 8 1 3 2 2
Pat 10 0 1 2 5 6 3 3 2 5 2 3 1 4 1 10 1 1 1 3 1 2
Pat 10 0 1 2 2 4 1 5 1 5 1 5 1 1 3 3 1 1 1 3 1 2
Pat 10 0 1 1 1 3 3 3 2 2 1 3 1 4 1 2 1 1 1 1 1 1
Pat 10 0 1 3 3 4 1 3 3 5 2 5 1 7 1 3 1 1 1 2 1 2
Pat 10 0 1 1 2 4 1 3 1 2 1 3 1 2 1 5 1 1 1 6 1 2
Pat 10 0 2 4 4 4 1 3 3 3 1 4 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Pat 10 0 3 3 2 3 3 4 3 5 1 1 1 1 2 3 1 1 2 3 1 2
Pat 10 0 2 3 3 5 1 3 1 2 1 3 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
Pat 10 0 1 2 4 5 1 5 2 3 5 6 1 7 1 1 1 1 1 1 1 2
Pat 10 0 1 3 3 3 4 4 1 5 1 1 1 3 2 3 1 1 1 1 1 2
Pat 10 0 3 3 2 3 1 3 1 11 1 5 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Pat 10 0 2 3 2 4 1 3 1 3 1 1 1 6 1 2 1 1 1 1 1 2
Pat 10 0 1 3 2 9 1 1 1 2 1 3 1 1 3 6 1 1 1 2 1 1
Pat 10 0 1 3 3 3 3 6 3 11 1 3 1 2 3 3 -9 -9 1 1 2 2
Pat 10 0 1 2 2 5 3 3 1 5 1 4 1 1 2 3 1 1 1 1 1 2
Pat 10 0 1 3 3 4 3 6 1 1 1 1 1 7 1 4 1 1 1 3 2 2
Pat 10 0 1 2 2 3 2 5 1 1 1 2 1 5 1 12 1 1 1 1 1 2
Pat 10 0 1 2 6 9 1 3 1 2 1 5 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Pat 10 0 1 2 2 4 1 3 1 5 2 6 1 1 3 3 1 1 1 1 2 2
Pat 10 0 2 3 2 9 1 7 1 3 3 5 1 1 2 3 1 1 1 3 1 2
Pat 10 0 1 2 2 3 1 4 1 1 3 6 1 4 1 3 1 6 1 2 1 2
Pat 10 0 3 3 3 3 3 3 1 5 1 2 1 1 2 3 1 1 1 2 2 2
Pat 10 0 1 2 3 4 1 3 1 2 1 5 1 1 1 3 1 1 1 3 2 2
Pat 10 0 2 3 3 3 1 3 2 2 2 3 1 4 1 2 1 1 1 1 1 2
Pat 10 0 2 3 4 4 2 3 1 1 3 5 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Pat 10 0 3 3 3 4 3 3 3 5 1 1 1 2 3 17 1 1 3 3 1 1
Pat 10 0 1 4 2 5 1 3 5 5 1 3 1 3 3 6 1 1 1 1 1 2
Pat 10 0 1 3 2 4 3 4 1 5 1 3 2 3 1 1 1 3 2 3 1 2
Pat 10 0 2 3 2 3 3 3 1 5 1 1 1 1 3 6 1 1 2 8 2 2
Pat 10 0 3 4 3 4 2 3 1 11 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Pat 10 0 1 3 3 5 3 3 1 5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Pat 10 0 1 3 3 4 3 5 1 1 1 3 1 3 2 3 1 1 1 1 2 2
Pat 10 0 2 3 4 6 1 3 2 5 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 2 2
Pat 10 0 1 2 2 2 1 3 2 3 2 6 1 3 1 3 1 1 1 1 1 1
Pat 10 0 2 3 3 4 1 3 1 1 1 1 1 1 1 3 1 6 1 1 1 1
Pat 10 0 3 4 3 4 1 3 2 3 2 3 1 1 1 1 1 1 1 3 1 2
Pat 10 0 1 1 3 4 1 1 1 5 1 3 1 7 3 3 1 1 1 1 2 2
Pat 10 0 1 2 2 3 3 3 1 5 2 5 1 1 3 5 1 1 1 2 2 2
Pat 10 0 1 3 3 4 1 2 2 2 1 2 1 1 1 3 1 1 1 3 1 2
Pat 10 0 1 2 2 4 3 7 1 1 2 5 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Pat 10 0 -9 -9 3 3 3 4 1 3 -9 -9 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2
Pat 10 0 1 4 3 4 4 5 1 3 1 5 -9 -9 1 2 1 1 1 2 1 3
Pat 10 0 1 3 3 3 2 3 1 1 3 6 1 4 1 2 1 1 1 1 1 2
Pat 10 0 2 4 2 3 2 3 1 5 1 5 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Pat 10 0 2 2 2 9 2 4 1 2 1 3 1 1 2 3 1 1 1 1 1 2
Mal 11 0 3 4 3 4 3 3 2 2 1 3 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Mal 11 0 1 2 3 5 1 4 2 3 1 5 1 3 1 1 1 1 1 1 2 2
Mal 11 0 1 4 2 3 1 2 1 3 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2
Mal 11 0 1 2 2 9 2 3 3 3 1 6 1 7 1 3 1 1 1 1 1 2
Mal 11 0 1 1 3 3 3 3 1 2 1 3 1 4 1 3 1 1 1 1 2 2
Mal 11 0 1 3 3 9 1 3 2 5 2 5 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Mal 11 0 1 2 2 3 2 3 1 2 1 5 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Mal 11 0 3 4 2 4 3 3 1 3 1 1 1 1 1 3 1 1 1 3 1 2
Mal 11 0 3 3 3 3 3 3 1 2 1 1 1 1 1 3 -9 -9 1 1 1 2
Mal 11 0 1 3 3 5 1 3 1 3 1 5 1 2 1 1 -9 -9 1 3 1 2
Mal 11 0 1 3 4 4 3 4 1 2 1 1 1 2 6 10 1 1 1 1 1 2
Mal 11 0 1 1 2 4 1 1 2 5 1 3 1 4 3 3 1 1 1 1 1 2
Mal 11 0 1 3 3 4 3 4 1 5 1 5 1 3 1 7 1 2 1 1 1 1
Mal 11 0 2 3 3 6 1 3 1 1 1 5 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Mal 11 0 2 2 4 6 3 3 1 2 1 1 3 7 1 1 1 1 1 1 1 2
Mal 11 0 1 2 3 3 3 3 1 2 3 4 1 1 1 15 1 1 1 1 2 2
Mal 11 0 1 3 4 5 3 3 1 1 3 5 1 1 1 1 1 1 1 3 2 2
Mal 11 0 1 3 3 5 1 3 2 2 1 3 1 4 2 3 1 1 2 2 1 2
Mal 11 0 2 4 3 4 3 3 1 13 1 2 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Mal 11 0 1 3 2 3 2 4 2 2 1 2 1 8 3 3 1 1 1 1 1 2
Mal 11 0 1 3 2 2 3 3 2 2 1 3 1 3 1 2 1 7 1 2 2 2
Mal 11 0 3 3 4 4 1 4 1 1 3 5 1 7 1 4 1 1 1 3 2 2
Mal 11 0 1 1 1 3 3 3 1 1 1 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
Mal 11 0 1 3 3 3 2 3 1 1 2 2 1 1 1 14 1 1 1 2 1 2
Mal 11 0 3 3 2 5 3 3 3 5 1 5 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
Mal 11 0 1 3 2 4 2 2 1 3 1 1 1 1 1 3 1 1 1 3 1 2
Mal 11 0 3 3 2 3 3 5 1 2 1 1 1 6 1 1 1 1 3 3 2 2
Mal 11 0 2 3 2 3 3 3 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Mal 11 0 1 3 2 3 3 5 2 3 1 1 1 6 1 11 1 1 3 3 1 1
Mal 11 0 3 3 4 4 1 3 2 2 3 5 1 5 1 16 1 1 1 1 1 2
Mal 11 0 1 1 3 3 1 3 1 8 1 2 1 1 2 3 1 1 1 1 1 2
Mal 11 0 1 3 3 3 3 4 3 3 1 1 1 7 1 2 1 1 1 1 2 2
Mal 11 0 1 2 3 4 3 3 2 3 2 5 1 1 2 3 1 1 1 3 1 2
Mal 11 0 3 8 4 4 3 4 1 3 2 3 1 7 1 2 1 1 1 2 2 2
Mal 11 0 2 3 2 4 1 3 2 2 1 2 3 7 2 3 1 1 1 1 1 2
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Mal 11 0 1 2 2 3 3 3 3 3 1 2 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Mal 11 0 1 3 2 2 3 3 1 1 1 1 1 5 1 1 1 1 2 2 1 2
Mal 11 0 3 3 2 3 1 3 2 3 1 3 4 7 1 2 1 1 1 2 2 2
Mal 11 0 2 3 4 4 1 3 1 2 3 3 1 7 1 1 1 1 1 1 1 2
Mal 11 0 2 3 2 4 3 4 1 1 1 6 2 7 6 6 1 1 1 2 2 2
Mal 11 0 1 2 3 3 2 3 1 5 1 1 1 7 1 2 1 1 1 3 1 2
Mal 11 0 1 2 3 4 3 5 1 2 1 3 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Mal 11 0 1 3 3 4 4 6 1 2 1 5 1 3 2 7 1 1 1 1 1 1
Mal 11 0 2 3 3 10 3 4 1 2 1 3 5 7 3 3 1 1 1 1 2 2
Mal 11 0 1 3 3 4 1 4 1 12 2 6 1 7 2 3 1 2 1 3 1 2
Mal 11 0 1 4 4 4 1 5 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Mal 11 0 1 2 2 3 3 3 1 2 1 3 1 1 1 3 1 1 1 3 2 2
Mal 11 0 1 3 4 4 3 6 3 5 2 5 1 1 1 12 1 1 1 3 2 2
Mal 11 0 1 3 3 4 2 3 3 11 3 5 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Mal 11 0 2 3 4 5 3 3 2 5 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Man 12 0 1 3 3 3 3 3 3 5 3 6 1 4 1 3 1 1 1 3 1 1
Man 12 0 2 3 3 5 1 3 2 3 1 1 1 1 2 10 1 1 1 2 1 2
Man 12 0 1 2 2 3 3 4 1 1 2 3 5 7 2 3 1 1 1 2 1 2
Man 12 0 1 2 3 4 3 3 2 3 1 3 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Man 12 0 1 1 2 4 1 3 1 5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Man 12 0 2 2 2 2 3 3 1 5 1 1 1 7 2 3 1 1 2 3 1 2
Man 12 0 1 3 2 5 3 4 2 3 1 2 1 1 3 3 1 1 1 2 1 1
Man 12 0 1 1 4 4 3 5 1 2 1 3 1 1 3 3 1 1 2 2 1 2
Man 12 0 1 3 3 3 3 4 2 3 1 6 1 1 1 3 1 1 1 4 2 2
Man 12 0 3 3 3 5 1 3 1 3 1 1 1 1 2 3 1 1 1 2 2 2
Man 12 0 1 1 2 2 1 3 1 1 1 3 1 3 1 6 1 1 1 1 1 2
Man 12 0 1 3 2 2 1 1 2 3 2 3 1 4 1 3 1 2 1 1 2 2
Man 12 0 1 4 3 5 3 4 1 2 2 2 3 7 2 3 1 1 1 1 1 2
Man 12 0 1 2 4 9 3 4 1 1 2 3 1 2 1 1 1 1 1 2 1 2
Man 12 0 3 3 3 3 3 4 1 5 2 5 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Man 12 0 3 3 3 5 1 3 1 2 1 6 1 1 2 3 1 1 2 3 2 2
Man 12 0 1 1 2 3 3 4 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Man 12 0 2 3 4 4 1 3 2 2 2 3 1 1 2 13 1 1 1 2 1 2
Man 12 0 3 3 5 8 3 3 2 5 3 6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Man 12 0 2 2 2 3 3 4 3 3 1 3 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2
Man 12 0 1 2 3 4 1 3 2 5 1 2 1 1 3 3 1 1 1 2 1 2
Man 12 0 1 3 3 4 3 3 2 5 1 3 1 3 1 1 1 1 2 3 2 2
Man 12 0 1 1 2 4 3 5 1 2 1 1 1 1 3 3 1 1 1 1 1 2
Man 12 0 1 3 2 9 3 4 1 2 2 5 1 4 1 3 1 1 1 2 1 2
Man 12 0 4 4 3 5 1 1 2 5 1 2 1 1 1 3 1 1 2 2 1 2
Man 12 0 3 4 3 3 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Man 12 0 3 4 3 4 1 3 2 2 1 3 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2
Man 12 0 1 3 3 6 1 1 2 5 1 5 1 4 3 6 1 7 1 2 1 2
Man 12 0 2 3 3 5 3 3 1 3 1 2 1 1 2 3 1 1 1 2 1 1
Man 12 0 1 3 4 5 1 2 1 2 1 5 1 3 1 3 1 1 1 2 2 2
Man 12 0 1 1 4 4 3 4 1 3 1 3 1 1 3 3 1 1 1 1 1 1
Man 12 0 2 2 2 3 3 3 1 2 3 7 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Man 12 0 3 3 3 5 3 4 1 2 1 3 1 3 1 2 1 1 1 1 2 2
Man 12 0 2 3 4 4 1 4 1 5 1 3 1 6 1 1 1 1 1 2 1 2
Man 12 0 3 3 3 4 1 4 1 1 3 5 1 1 3 3 1 1 2 5 2 2
Man 12 0 3 3 4 5 3 3 1 1 3 5 1 1 1 2 1 1 1 3 1 1
Man 12 0 3 3 3 3 3 4 1 3 1 2 1 3 3 3 1 1 2 2 1 2
Man 12 0 1 1 2 4 3 4 2 3 1 2 1 1 1 1 1 1 1 3 1 2
Man 12 0 2 5 2 3 1 1 5 12 1 1 1 1 3 7 1 1 1 2 1 2
Man 12 0 1 3 4 7 1 2 1 3 2 5 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Man 12 0 2 3 2 4 1 3 1 5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Man 12 0 1 3 2 6 1 1 1 2 1 3 1 1 3 3 1 1 1 1 1 2
Man 12 0 2 3 2 6 3 6 1 3 1 3 1 3 1 2 1 1 1 3 2 2
Man 12 0 1 2 2 4 3 4 2 3 1 3 1 1 1 2 1 1 2 2 2 2
Man 12 0 2 3 4 4 3 3 1 1 1 2 1 1 1 3 1 1 3 3 1 1
Man 12 0 1 2 1 5 1 1 1 1 1 1 1 4 1 2 1 1 1 1 1 1
Man 12 0 1 3 2 3 1 3 1 2 2 5 5 7 1 8 1 1 1 1 1 2
Man 12 0 2 3 3 5 1 3 1 1 1 1 1 1 1 3 1 6 1 1 2 2
Man 12 0 1 1 3 4 3 4 1 3 2 5 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Man 12 0 3 3 2 3 1 3 1 2 1 5 1 1 1 3 7 7 1 1 1 2
Ith 13 0 1 4 3 3 3 9 3 3 1 1 1 1 1 3 -9 -9 1 3 2 2
Ith 13 0 3 3 3 3 1 3 1 1 5 6 1 1 3 6 1 8 2 2 2 2
Ith 13 0 1 4 1 4 1 3 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1
Ith 13 0 1 1 2 4 3 3 1 2 1 2 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Ith 13 0 3 4 4 8 3 3 1 1 3 3 1 1 1 3 1 2 1 2 1 2
Ith 13 0 1 1 3 5 3 3 1 2 1 2 1 1 2 3 1 1 1 1 1 2
Ith 13 0 3 4 2 3 1 3 1 3 3 5 1 3 2 3 1 1 1 2 1 1
Ith 13 0 3 4 3 4 1 3 2 6 2 5 1 7 3 6 1 1 1 1 1 2
Ith 13 0 4 4 4 4 1 2 1 2 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Ith 13 0 2 4 2 2 1 1 1 2 3 5 7 7 1 3 1 1 1 2 1 2
Ith 13 0 1 4 4 6 2 3 1 5 1 1 4 5 2 6 1 1 1 1 2 2
Ith 13 0 1 3 4 9 3 4 1 12 1 1 1 2 2 3 1 1 1 1 1 2
Ith 13 0 1 3 3 5 3 3 2 2 1 3 1 7 1 3 1 1 1 2 2 2
Ith 13 0 1 1 3 5 1 2 1 2 1 1 1 4 1 2 1 1 1 1 2 2
Ith 13 0 1 3 2 2 3 3 1 1 1 1 1 5 1 1 1 1 1 3 1 2
Ith 13 0 1 1 2 3 3 3 2 5 2 3 1 7 1 1 1 1 1 1 2 2
Ith 13 0 2 2 2 3 1 1 1 1 1 3 1 3 1 2 1 1 1 2 2 2
Ith 13 0 3 3 1 4 1 3 1 2 3 5 1 5 3 3 1 1 1 1 2 2
Ith 13 0 1 3 4 4 1 3 1 2 1 5 1 7 2 3 1 1 1 2 2 2
Ith 13 0 2 3 3 4 1 3 1 5 1 3 1 4 2 3 1 2 2 3 1 2
Ith 13 0 1 3 2 3 3 4 2 3 1 2 1 1 3 3 1 2 1 2 1 1
Ith 13 0 1 3 3 4 3 5 1 3 1 2 1 3 3 3 1 1 1 1 2 2
Ith 13 0 1 3 3 5 3 3 2 3 5 5 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Kos 14 0 1 3 3 4 -9 -9 1 2 1 2 1 3 1 1 -9 -9 -9 -9 2 2
Kos 14 0 2 3 2 2 1 3 1 6 1 1 1 1 1 3 -9 -9 1 3 2 2
Kos 14 0 1 3 2 4 1 3 1 11 1 2 1 3 5 7 1 1 1 1 1 1
Kos 14 0 1 3 3 3 3 4 2 3 2 2 1 7 1 6 1 5 1 1 2 2
Kos 14 0 1 2 3 5 1 3 3 3 1 2 1 1 1 7 1 1 1 1 1 2
Kos 14 0 2 3 3 4 3 4 5 5 1 3 1 7 1 3 1 1 1 1 2 2
Kos 14 0 3 4 2 2 1 3 1 3 1 1 1 1 1 6 1 1 3 3 1 2
Kos 14 0 2 3 2 3 3 3 1 2 2 3 1 1 1 1 -9 -9 1 2 2 2
Kos 14 0 2 2 2 4 1 3 2 5 1 5 1 1 2 3 1 1 1 2 1 1
Kos 14 0 1 2 3 4 1 3 5 7 1 8 1 2 1 3 -9 -9 1 1 2 2
Kos 14 0 3 3 2 4 1 1 2 5 1 5 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Kos 14 0 2 4 3 3 3 3 1 3 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Kos 14 0 1 2 2 2 1 3 1 5 1 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Kos 14 0 1 1 3 4 1 3 1 2 1 3 2 4 1 1 1 1 1 3 1 2
Kos 14 0 3 3 3 4 1 3 1 11 1 2 1 3 3 7 1 1 1 1 1 2
Kos 14 0 2 2 2 2 3 6 1 5 1 8 1 3 1 3 1 1 1 3 1 2
Kos 14 0 2 2 4 5 1 1 1 2 1 2 2 4 1 3 1 1 1 2 2 2
Kos 14 0 1 3 2 2 3 3 2 2 1 2 2 7 3 17 1 1 1 3 1 2
Kos 14 0 1 2 4 4 3 3 1 2 2 2 1 7 1 3 1 1 1 1 1 2
Kos 14 0 1 3 4 4 3 3 1 2 1 5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Kos 14 0 1 2 3 4 1 2 1 3 1 4 1 1 1 2 1 1 1 2 1 2
Kyt 15 0 1 2 4 4 3 4 1 2 2 3 1 7 1 1 1 1 1 2 1 2
Kyt 15 0 3 3 3 3 2 3 2 2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 1 2
Kyt 15 0 3 3 5 5 1 4 2 3 1 3 1 4 2 6 1 1 1 3 1 2
Kyt 15 0 2 3 2 3 3 3 1 1 1 1 1 7 1 1 1 1 1 3 1 1
Kyt 15 0 2 2 4 5 1 3 2 2 2 3 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Kyt 15 0 1 2 3 3 3 3 2 3 1 5 1 7 1 3 1 1 1 3 1 1
Kyt 15 0 1 3 3 4 1 4 1 1 1 3 1 7 1 1 1 1 2 3 2 2
Kyt 15 0 1 3 3 5 3 3 1 1 2 3 1 3 1 1 1 1 1 2 2 2
Kyt 15 0 1 1 2 5 1 1 1 2 1 2 1 1 1 4 1 1 1 3 1 2
Kyt 15 0 1 3 3 3 3 3 1 2 1 3 1 1 3 11 1 1 1 2 1 1
Kyt 15 0 1 3 2 6 3 4 1 3 3 3 1 2 1 2 1 1 1 1 2 2
Kyt 15 0 1 3 4 9 1 4 1 5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 2
Kyt 15 0 1 2 3 6 1 3 1 1 1 3 1 7 1 4 1 1 3 3 1 2
Kyt 15 0 2 9 3 4 1 5 1 5 1 3 1 1 2 6 1 1 1 2 1 2
Kyt 15 0 1 3 3 5 1 4 2 3 1 1 1 7 1 3 1 1 1 3 2 2
Kyt 15 0 1 2 3 5 3 3 1 2 1 3 1 4 3 3 1 1 1 1 2 2
Kyt 15 0 1 1 2 5 3 4 1 1 1 2 1 7 3 10 1 1 1 1 1 1
Kyt 15 0 3 3 4 9 1 3 1 3 2 5 1 4 1 6 1 1 2 9 1 2
Kyt 15 0 1 2 3 4 1 3 1 5 1 5 1 4 2 2 1 5 1 2 -9 -9
Kyt 15 0 1 3 4 5 3 3 1 1 1 5 1 1 1 2 1 1 1 1 2 2
Kyt 15 0 1 1 4 7 -9 -9 2 3 1 1 1 7 1 3 1 5 -9 -9 -9 -9
Kyt 15 0 1 1 2 3 3 3 2 2 1 5 1 1 3 3 1 1 2 3 1 2
Kyt 15 0 2 2 2 3 1 1 1 3 1 3 1 1 1 6 1 1 1 1 2 2
Kyt 15 0 1 1 3 9 3 3 1 2 3 5 1 1 1 6 1 1 1 1 2 2
Kyt 15 0 2 3 3 3 3 4 1 8 1 5 1 7 3 3 1 1 1 2 2 2
Cre 16 0 1 1 3 4 1 4 1 2 1 1 1 7 1 2 1 1 1 1 2 2
Cre 16 0 3 3 3 4 1 4 1 2 1 3 1 1 1 3 1 1 1 3 1 2
Cre 16 0 1 4 3 5 2 3 3 5 1 1 1 1 3 3 1 1 2 2 1 2
Cre 16 0 3 3 2 5 3 3 1 2 1 3 1 1 1 3 1 1 1 8 2 2
Cre 16 0 1 3 5 5 3 4 1 2 1 3 1 7 2 3 1 1 1 1 2 2
Cre 16 0 3 4 3 3 3 3 1 5 2 6 1 3 1 2 1 1 2 3 1 1
Cre 16 0 1 3 3 5 3 3 1 1 1 3 1 1 1 1 1 3 1 2 1 2
Cre 16 0 1 3 3 4 3 4 1 2 3 5 1 7 1 1 1 1 1 2 1 2
Cre 16 0 1 1 2 3 1 4 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 2
Cre 16 0 2 4 4 4 3 4 1 3 2 3 1 7 1 2 1 1 2 3 2 2
Cre 16 0 1 2 4 9 1 3 1 2 1 4 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Cre 16 0 1 3 3 5 1 4 1 1 3 5 1 1 1 2 1 1 1 2 1 2
Cre 16 0 2 3 3 4 2 4 1 3 3 5 1 7 2 2 1 1 1 2 1 1
Cre 16 0 3 3 3 4 3 7 1 1 1 1 1 1 3 3 1 1 1 3 1 1
Cre 16 0 1 3 3 4 3 4 1 1 1 1 1 1 3 3 1 1 1 1 2 2
Cre 16 0 1 3 4 6 3 3 1 1 1 1 1 2 1 3 1 2 1 1 2 2
Cre 16 0 1 1 2 4 3 4 1 2 1 5 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
Cre 16 0 1 3 2 3 1 3 1 2 2 5 1 5 1 3 1 1 1 1 1 1
Cre 16 0 2 3 3 3 1 6 1 1 1 3 1 3 1 3 1 1 2 3 1 2
Cre 16 0 3 3 2 3 3 6 1 5 1 2 1 5 1 3 1 1 1 1 1 2
Cre 16 0 1 3 4 5 3 4 1 2 1 3 1 5 2 3 1 1 1 1 2 2
Cre 16 0 1 3 4 5 3 3 1 2 1 3 1 7 3 3 1 1 2 3 2 2
Cre 16 0 1 2 4 4 3 4 1 2 1 3 1 1 2 3 1 1 1 1 2 2
Cre 16 0 3 3 3 3 3 3 1 2 1 3 1 3 3 3 1 1 2 3 1 2
Cre 16 0 1 11 3 9 2 3 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1
Cre 16 0 3 3 4 4 1 4 1 2 1 1 1 1 1 2 1 1 1 3 1 2
Cre 16 0 1 4 2 3 2 3 2 2 3 5 1 4 1 3 1 1 1 1 1 2
Cre 16 0 1 2 4 4 1 3 1 5 1 2 1 1 3 3 1 2 1 2 2 2
Cre 16 0 1 1 3 5 3 4 1 3 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Cre 16 0 2 2 3 5 1 3 2 2 1 2 1 6 1 3 1 1 1 2 2 2
Cre 16 0 2 3 3 5 1 3 1 2 1 3 1 3 1 2 1 1 1 2 -9 -9
Cre 16 0 1 1 3 3 1 1 1 3 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Cre 16 0 1 2 2 3 2 3 1 5 1 2 1 7 3 3 1 6 1 2 1 2
Cre 16 0 1 3 4 6 3 3 1 1 1 1 1 7 3 8 1 1 2 2 2 2
Cre 16 0 1 1 1 2 3 3 1 5 3 3 1 1 1 5 1 1 1 1 1 2
Cre 16 0 1 3 4 5 1 1 1 2 5 6 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Cre 16 0 1 4 3 3 2 3 2 2 2 5 1 1 2 3 1 1 1 2 1 2
Cre 16 0 1 1 2 2 3 3 1 2 1 1 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Cre 16 0 1 1 3 4 1 4 1 2 1 3 1 4 3 3 1 1 1 1 2 2
Cre 16 0 1 3 3 3 1 3 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Cre 16 0 1 2 2 3 1 3 1 2 1 1 1 7 1 3 1 6 1 1 1 1
Cre 16 0 2 3 3 5 1 3 1 2 1 6 1 3 1 6 1 1 1 2 2 2
Cre 16 0 1 3 3 3 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Lim 17 0 2 3 5 6 1 13 2 2 1 3 1 7 1 2 1 1 2 3 2 2
Lim 17 0 1 2 2 3 1 1 1 1 2 3 1 5 3 3 1 1 1 3 1 2
Lim 17 0 1 2 2 3 1 3 1 1 3 5 1 7 1 3 1 1 1 1 1 1
Lim 17 0 1 3 4 4 4 4 1 2 1 5 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2
Lim 17 0 3 4 3 4 1 4 3 3 3 3 1 1 1 1 1 1 1 3 1 2
Lim 17 0 1 3 2 2 1 1 1 2 3 5 1 4 1 3 1 1 1 3 1 2
Lim 17 0 2 3 2 9 2 5 1 2 1 1 1 7 2 6 1 1 1 2 2 2
Lim 17 0 2 2 4 4 1 3 3 12 1 3 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2
Lim 17 0 1 3 5 5 1 5 3 3 3 5 1 7 1 2 1 1 1 2 1 2
Lim 17 0 3 3 2 5 1 1 1 2 1 6 1 1 1 3 1 1 1 3 1 1
Lim 17 0 1 3 2 5 1 2 1 3 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Lim 17 0 1 3 2 5 1 4 2 3 2 3 1 4 1 1 1 1 1 2 2 2
Lim 17 0 1 3 2 3 1 3 10 10 1 2 1 4 1 1 -9 -9 1 2 2 2
Lim 17 0 2 2 4 5 1 1 10 10 1 3 1 2 1 1 1 1 1 1 2 2
Lim 17 0 2 3 3 4 1 1 3 12 3 3 1 4 1 1 1 1 1 3 1 2
Lim 17 0 1 3 3 6 3 3 1 2 2 5 1 7 1 3 1 1 1 2 -9 -9
Lim 17 0 1 2 5 5 1 3 1 1 1 2 4 7 1 1 1 1 2 2 1 1
Lim 17 0 1 3 1 4 1 3 2 2 1 5 1 5 3 3 1 1 1 2 1 2
Lim 17 0 2 3 4 5 1 13 2 2 1 1 6 7 1 3 1 1 2 2 1 2
Lim 17 0 1 3 3 3 1 4 1 3 1 3 4 5 1 3 1 6 1 1 1 2
Lim 17 0 3 4 2 5 1 3 1 2 1 3 4 7 1 2 1 1 2 3 2 2
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Lim 17 0 1 2 4 5 1 5 1 3 1 5 6 7 1 6 1 1 1 2 1 1
Lim 17 0 1 3 3 4 4 4 1 3 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Lim 17 0 1 1 3 3 1 3 1 3 1 1 1 4 3 8 1 1 1 1 1 1
Lim 17 0 1 1 2 2 1 1 2 2 2 3 4 4 1 1 1 1 1 2 1 2
Lim 17 0 3 3 2 5 1 1 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 2 3 1 2
Lim 17 0 1 3 5 6 1 1 1 1 1 1 1 5 1 3 1 1 1 2 2 2
Lim 17 0 1 1 4 5 1 3 2 3 1 1 1 4 1 3 1 1 2 3 1 2
Lim 17 0 1 4 3 5 1 1 2 3 2 2 4 7 1 1 1 1 1 2 1 1
Lim 17 0 1 3 4 5 1 9 1 2 3 5 2 7 1 1 1 4 2 2 1 2
Nic 18 0 2 3 2 5 1 2 1 1 1 5 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1
Nic 18 0 1 3 3 3 1 4 1 3 1 1 1 1 3 11 1 1 1 2 1 1
Nic 18 0 3 3 2 3 1 3 1 1 4 5 3 4 1 1 1 1 1 3 1 1
Nic 18 0 2 2 3 4 1 6 2 5 1 5 1 7 1 3 1 4 1 2 1 2
Nic 18 0 3 3 2 2 1 1 1 3 1 3 7 7 1 3 1 1 1 1 1 2
Nic 18 0 2 3 3 4 1 1 1 5 1 5 1 4 1 2 1 1 1 1 1 2
Nic 18 0 1 3 4 6 1 2 2 11 1 3 7 7 3 3 1 1 1 1 2 2
Nic 18 0 1 3 2 5 2 4 1 2 1 5 1 7 1 3 1 1 1 2 1 2
Nic 18 0 1 2 2 5 1 3 1 5 1 5 1 7 1 3 1 1 2 2 2 2
Nic 18 0 2 3 2 2 1 2 1 2 1 5 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1
Nic 18 0 2 2 2 5 1 6 1 3 1 3 1 7 1 6 -9 -9 1 1 1 1
Nic 18 0 1 4 5 5 3 9 1 5 3 3 1 1 2 6 1 1 1 1 1 2
Nic 18 0 1 3 4 14 1 2 1 2 1 2 1 4 2 3 1 1 1 3 1 2
Nic 18 0 2 3 3 3 1 1 1 3 2 2 1 4 2 3 1 1 1 1 1 2
Nic 18 0 3 3 2 3 1 4 2 5 1 5 1 4 3 6 1 1 1 2 2 2
Nic 18 0 2 3 3 3 1 1 1 5 2 3 1 3 1 1 1 5 1 1 1 2
Nic 18 0 2 3 3 3 1 1 1 3 2 2 1 4 1 3 1 1 1 1 1 1
Nic 18 0 3 3 4 6 1 3 1 5 1 3 1 1 2 5 1 1 1 2 1 1
Nic 18 0 3 3 2 6 1 3 1 1 1 1 1 3 3 12 1 1 1 3 1 2
Nic 18 0 3 3 4 5 1 3 3 5 3 5 4 4 1 2 1 1 1 2 1 2
Nic 18 0 3 3 2 3 4 4 1 2 2 5 1 4 1 1 1 1 1 1 1 2
Nic 18 0 1 3 3 5 1 3 1 3 3 4 3 4 1 3 1 1 1 3 1 1
Nic 18 0 2 4 3 3 1 1 1 2 1 5 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Nic 18 0 1 3 4 6 1 3 5 10 1 5 1 3 3 12 1 1 2 2 -9 -9
Aid 19 0 3 3 2 3 2 3 2 3 1 3 1 4 1 3 1 1 2 5 1 2
Aid 19 0 3 3 2 3 1 3 1 3 2 2 1 1 1 7 1 1 1 2 2 2
Aid 19 0 1 2 5 5 1 4 1 1 1 6 1 2 1 2 1 1 1 2 2 2
Aid 19 0 1 1 2 4 3 3 1 2 1 5 1 7 1 4 1 1 1 2 1 2
Aid 19 0 2 3 1 2 3 6 1 5 1 1 1 4 3 3 1 1 1 3 1 2
Aid 19 0 1 2 4 4 3 4 1 1 1 2 1 1 2 4 1 1 1 3 2 2
Aid 19 0 2 3 2 4 3 9 1 3 1 1 1 1 2 7 1 1 1 2 1 2
Aid 19 0 1 2 2 4 1 3 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Aid 19 0 2 3 3 3 1 2 2 3 2 2 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Sde 20 0 1 3 5 5 3 3 1 1 1 2 1 5 1 10 1 1 2 3 1 1
Sde 20 0 2 3 3 3 1 1 2 2 1 1 1 4 1 6 1 1 1 2 2 2
Sde 20 0 3 3 2 3 1 3 1 5 4 5 3 5 1 1 1 1 1 1 1 2
Sde 20 0 2 3 3 4 1 5 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 3 3 1 2
Sde 20 0 1 3 4 6 3 3 2 2 1 1 1 4 1 1 1 1 1 2 1 2
Sde 20 0 2 3 3 3 1 1 3 5 1 5 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2
Sde 20 0 1 3 4 5 3 8 2 2 2 3 1 4 1 1 1 1 2 3 1 2
Sde 20 0 1 3 3 3 3 6 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 2 3 1 2
Sde 20 0 2 3 3 5 3 3 2 5 1 1 1 1 1 1 1 6 1 3 1 2
Sde 20 0 1 3 3 3 1 5 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Sde 20 0 1 2 3 5 3 5 1 1 1 5 1 1 1 3 1 1 2 2 1 1
Sde 20 0 1 3 2 4 3 5 2 2 3 3 1 1 1 3 1 7 3 3 1 1
Sde 20 0 2 3 2 5 1 3 2 11 2 3 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Sde 20 0 1 3 4 5 1 3 1 3 1 2 1 5 3 6 1 1 -9 -9 1 2
Sde 20 0 3 11 3 6 1 1 1 3 1 2 5 5 1 3 1 6 1 2 1 1
Sde 20 0 1 11 2 5 1 1 1 2 1 1 3 6 1 1 1 2 2 2 1 2
Sde 20 0 2 2 1 3 1 1 1 2 3 5 1 4 1 15 1 1 1 1 1 1
Sde 20 0 2 3 5 5 3 3 1 2 1 5 -9 -9 1 1 1 1 1 1 1 2
La9 21 0 1 2 4 9 3 3 1 2 1 3 1 7 1 3 1 1 2 2 1 2
La9 21 0 3 8 9 9 3 6 -9 -9 2 3 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
La9 21 0 2 3 4 4 6 6 1 2 2 2 1 3 3 3 1 1 1 6 1 2
La9 21 0 1 2 2 5 3 6 2 3 5 5 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
La9 21 0 2 3 3 9 3 3 2 3 1 2 6 6 1 1 1 1 1 1 2 2
La9 21 0 8 9 2 2 3 6 1 3 2 2 5 8 1 3 1 1 1 1 -9 -9
La9 21 0 1 3 3 5 1 6 1 1 1 2 5 5 3 6 1 1 1 3 1 1
La9 21 0 2 3 9 9 3 6 1 3 1 2 1 6 1 3 1 1 1 1 1 2
La9 21 0 2 9 3 4 3 6 1 2 1 2 1 8 1 3 1 1 1 1 1 1
La9 21 0 3 3 9 9 3 6 2 3 2 2 4 4 1 1 1 1 -9 -9 2 2
Fr1 22 0 1 2 2 2 2 3 1 2 2 5 1 8 1 3 1 1 2 2 1 2
Fr1 22 0 1 3 2 4 3 3 1 2 -9 -9 1 1 1 1 1 1 1 6 1 1
Fr1 22 0 1 8 2 5 1 4 1 2 1 1 1 5 1 1 1 1 2 2 1 2
Fr1 22 0 3 3 2 2 3 3 2 2 1 3 1 8 1 1 1 1 1 1 1 1
Fr1 22 0 3 3 3 5 4 6 1 1 2 3 1 1 3 3 1 1 1 1 1 1
Fr1 22 0 1 8 3 5 1 3 1 2 2 5 1 1 3 3 1 1 1 2 1 2
Fr1 22 0 1 2 2 3 2 3 2 3 2 5 1 8 3 3 1 1 2 2 1 1
Fr1 22 0 3 8 3 4 3 3 1 2 -9 -9 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2
Fr1 22 0 1 2 2 2 3 4 1 3 1 5 1 3 1 1 1 1 -9 -9 1 1
Fr1 22 0 2 3 -9 -9 1 1 1 1 1 3 1 5 1 1 1 1 -9 -9 1 1
Fr1 22 0 2 3 -9 -9 1 4 2 3 3 5 1 1 1 1 1 1 2 2 1 1
Fr1 22 0 1 3 3 3 1 1 1 2 1 3 1 1 3 3 1 1 1 1 1 2
Fr1 22 0 3 3 1 1 3 4 1 2 1 1 1 1 3 6 1 1 1 1 1 1
Fr1 22 0 2 3 -9 -9 1 3 1 2 -9 -9 1 1 3 3 -9 -9 1 1 1 2
Fr1 22 0 3 3 2 3 2 3 1 1 1 2 1 8 3 3 1 1 2 2 1 2
Fr1 22 0 2 3 3 5 1 3 1 2 -9 -9 1 8 1 3 1 1 1 2 1 1
Fr1 22 0 1 2 -9 -9 -9 -9 1 2 -9 -9 1 5 -9 -9 1 1 2 2 1 2
Fr1 22 0 2 8 2 2 3 3 1 2 1 2 1 8 1 3 1 1 1 1 1 1
Cal 23 0 3 3 -9 -9 3 3 1 3 -9 -9 1 4 3 3 -9 -9 1 2 1 2
Cal 23 0 3 3 4 4 1 2 1 2 1 2 1 7 1 3 1 1 -9 -9 1 1
Cal 23 0 1 3 -9 -9 1 1 1 2 -9 -9 1 1 1 1 1 1 2 2 1 1
Cal 23 0 2 3 -9 -9 1 3 -9 -9 -9 -9 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Cal 23 0 1 1 4 4 3 3 -9 -9 2 2 1 7 1 3 1 1 -9 -9 2 2
Cal 23 0 2 2 2 4 1 3 1 3 1 5 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Cal 23 0 2 2 2 3 1 3 -9 -9 1 5 1 5 1 3 1 1 1 1 2 2
Cal 23 0 2 3 2 9 3 3 1 1 2 2 7 7 1 3 1 1 1 1 1 2
Cal 23 0 1 2 3 4 6 6 1 1 1 3 1 7 1 1 1 1 1 2 1 1
Cal 23 0 2 2 -9 -9 2 3 1 1 -9 -9 1 1 1 3 1 1 1 1 -9 -9
Cal 23 0 1 3 2 4 1 1 2 5 -9 -9 7 7 1 1 1 1 1 2 1 1
Cal 23 0 2 2 2 3 1 3 2 2 1 3 7 7 1 1 1 1 1 1 1 2
Cal 23 0 1 2 2 3 3 3 1 5 -9 -9 7 7 1 1 1 1 1 2 1 2
Cal 23 0 2 3 2 2 1 3 1 1 1 3 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1
Cal 23 0 1 2 3 5 1 3 1 1 1 2 1 7 1 3 1 1 1 2 1 2
Cal 23 0 1 1 4 4 1 3 1 5 1 2 1 4 3 3 1 1 2 2 1 1
Cal 23 0 11 11 -9 -9 1 3 1 1 -9 -9 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Cal 23 0 2 3 2 2 3 3 1 1 1 5 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Cal 23 0 2 3 2 3 3 3 1 1 -9 -9 1 1 3 3 1 1 1 1 2 2
Cal 23 0 1 3 3 4 3 3 1 2 -9 -9 1 4 3 3 1 1 1 2 2 2
Cal 23 0 2 3 2 5 3 3 1 1 2 3 1 1 1 3 1 1 2 2 1 1
Cal 23 0 1 3 2 2 1 3 1 1 2 3 1 6 1 3 1 1 1 2 1 2
Cal 23 0 3 3 4 4 3 3 1 3 1 3 1 4 1 5 1 1 1 2 1 1
Cal 23 0 1 3 2 4 3 3 2 2 1 2 3 5 1 1 1 1 1 1 2 2
Cal 23 0 1 3 3 3 1 1 1 1 2 3 1 7 1 1 1 1 2 2 1 2
Cal 23 0 3 3 2 5 1 1 1 3 2 5 1 7 1 3 1 1 1 2 1 1
Cal 23 0 1 1 3 3 3 13 1 3 3 3 1 7 1 5 1 1 1 1 1 2
Cal 23 0 2 3 2 9 2 3 1 1 3 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Cal 23 0 -9 -9 2 4 1 3 3 3 1 3 1 7 1 5 1 1 1 2 1 2
Cal 23 0 -9 -9 2 4 3 6 1 1 2 3 1 4 1 3 1 1 1 2 1 1
Nap 24 0 3 3 2 4 3 3 -9 -9 -9 -9 1 1 1 3 -9 -9 1 2 1 2
Nap 24 0 -9 -9 2 4 1 3 1 1 -9 -9 1 1 3 3 1 1 1 1 1 1
Nap 24 0 3 11 3 4 3 3 1 3 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Nap 24 0 3 11 2 3 1 13 1 1 -9 -9 1 6 1 3 1 1 1 2 2 2
Nap 24 0 -9 -9 2 3 1 13 1 1 3 3 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Nap 24 0 -9 -9 2 3 3 13 3 5 -9 -9 7 7 1 3 1 1 1 2 1 2
Nap 24 0 3 3 4 5 3 3 1 3 1 5 1 3 3 3 1 1 2 2 1 1
Nap 24 0 2 3 -9 -9 1 6 1 1 1 2 7 7 1 5 1 1 1 2 -9 -9
Nap 24 0 3 3 2 3 1 2 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
Nap 24 0 1 11 3 5 1 1 1 2 2 2 7 7 1 3 1 1 1 2 1 2
Nap 24 0 2 2 -9 -9 1 1 3 3 1 1 1 6 1 3 1 1 1 2 2 2
Nap 24 0 2 11 -9 -9 1 3 2 3 1 2 1 1 1 3 1 1 2 2 2 2
Nap 24 0 1 11 3 3 1 3 1 2 3 3 1 5 3 3 1 1 2 2 1 2
Nap 24 0 1 11 3 3 1 1 1 1 1 5 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
Nap 24 0 3 3 4 5 6 13 1 1 3 3 1 7 1 1 1 1 1 1 1 2
Nap 24 0 1 11 3 5 3 3 1 2 2 5 1 7 1 3 1 1 1 1 1 2
Nap 24 0 1 2 -9 -9 1 3 1 2 -9 -9 1 1 1 1 -9 -9 1 1 1 2
Nap 24 0 3 3 2 4 3 3 1 1 1 1 1 6 1 1 1 1 1 1 1 2
Nap 24 0 3 3 3 5 1 6 1 2 1 2 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Nap 24 0 1 3 -9 -9 2 3 1 1 -9 -9 1 1 1 3 -9 -9 1 2 1 1
Nap 24 0 -9 -9 2 9 1 1 1 1 2 2 1 1 1 3 -9 -9 1 2 1 2
Nap 24 0 1 2 2 5 1 3 1 1 2 2 1 7 1 6 -9 -9 1 1 1 1
Nap 24 0 1 3 2 2 1 2 1 1 1 2 1 4 1 3 1 1 1 2 2 2
Nap 24 0 2 2 2 3 1 1 1 1 3 3 1 1 3 3 1 1 1 1 1 1
Nap 24 0 3 3 2 5 1 1 1 2 2 2 1 3 1 3 1 1 1 1 1 1
Nap 24 0 1 3 -9 -9 1 3 1 1 1 2 1 3 1 1 1 1 -9 -9 1 2
Nap 24 0 1 2 -9 -9 1 3 1 1 -9 -9 1 1 1 3 -9 -9 2 2 1 1
Nap 24 0 3 3 4 5 1 1 1 1 1 2 3 4 1 3 1 1 2 2 1 1
Nap 24 0 2 3 2 3 1 3 2 3 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Nap 24 0 1 2 -9 -9 1 1 1 2 -9 -9 1 1 1 1 -9 -9 1 1 1 1
Sol 25 0 2 3 2 4 1 3 1 1 -9 -9 1 7 3 5 -9 -9 1 3 1 2
Sol 25 0 1 3 2 5 1 3 1 1 1 2 1 7 1 3 1 1 1 1 1 1
Sol 25 0 2 3 2 3 6 6 1 1 1 2 1 1 1 3 1 1 2 3 1 2
Sol 25 0 2 3 2 3 6 6 2 3 2 3 3 4 3 3 1 1 1 1 1 2
Sol 25 0 2 3 4 4 1 3 1 1 1 2 1 4 1 1 1 1 2 2 1 2
Sol 25 0 1 3 2 9 3 6 1 1 1 1 7 7 1 3 1 1 1 2 1 2
Sol 25 0 1 3 3 4 3 3 2 3 2 5 1 1 1 3 1 1 1 6 1 2
Sol 25 0 3 3 5 9 1 6 1 1 1 3 1 6 1 3 1 1 1 1 1 2
Sol 25 0 2 3 4 5 3 6 1 1 1 1 4 7 1 3 1 1 2 2 1 1
Sol 25 0 -9 -9 2 5 3 14 1 1 2 5 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
Sol 25 0 3 3 3 9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Sol 25 0 3 3 3 5 3 6 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Sol 25 0 3 3 4 5 3 6 -9 -9 1 1 1 7 1 1 1 1 1 1 1 2
Sol 25 0 2 3 4 5 3 6 1 2 1 3 1 7 1 1 1 1 1 2 1 1
Sol 25 0 2 3 -9 -9 3 7 1 2 2 2 1 3 1 3 1 1 1 2 1 1
Sol 25 0 3 3 3 3 -9 -9 -9 -9 2 2 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
Sol 25 0 2 3 2 3 3 6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Sol 25 0 3 3 2 5 3 3 1 2 1 5 1 6 1 3 1 1 1 1 1 2
Sol 25 0 2 3 2 4 3 7 2 3 2 2 -9 -9 1 5 1 1 1 6 1 2
Sol 25 0 3 3 3 4 1 3 3 3 1 2 1 7 3 3 1 1 1 1 2 2
Sol 25 0 1 3 4 4 1 3 2 3 2 5 1 1 1 3 1 1 1 3 1 2
Sol 25 0 3 3 4 9 1 3 1 2 2 3 -9 -9 1 3 1 1 1 1 1 2
Sol 25 0 3 3 2 2 1 3 1 1 3 3 1 7 3 3 1 1 2 3 1 1
Sol 25 0 2 3 2 2 1 6 1 5 1 2 1 7 1 3 1 1 2 3 1 1
Sol 25 0 2 3 4 5 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Sol 25 0 -9 -9 4 4 3 3 1 1 3 5 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Sol 25 0 1 3 2 2 3 3 1 1 2 2 -9 -9 1 1 1 1 2 3 1 2
Sol 25 0 1 3 2 2 3 3 3 3 2 3 1 1 1 3 1 1 2 3 2 2
Sol 25 0 3 3 4 5 3 6 1 2 1 3 1 4 1 5 1 1 1 2 1 1
Sol 25 0 3 3 -9 -9 -9 -9 1 2 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
Yol 26 0 2 11 -9 -9 -9 -9 1 3 -9 -9 1 3 3 3 -9 -9 1 2 1 1
Yol 26 0 2 3 -9 -9 1 1 1 5 -9 -9 1 1 1 1 -9 -9 2 2 2 2
Yol 26 0 3 11 -9 -9 1 6 1 2 1 3 1 1 1 3 -9 -9 1 2 1 1
Yol 26 0 1 3 -9 -9 2 3 1 1 1 3 1 1 3 5 -9 -9 1 2 1 2
Yol 26 0 2 3 -9 -9 3 3 1 1 2 3 1 4 1 3 -9 -9 1 2 1 2
Yol 26 0 1 3 -9 -9 1 3 1 5 2 2 3 7 1 3 -9 -9 1 2 -9 -9
Yol 26 0 3 3 3 4 1 3 1 1 1 3 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Yol 26 0 11 11 2 3 1 1 1 1 2 2 1 7 1 1 1 1 1 2 1 2
Yol 26 0 1 3 5 5 1 2 1 1 1 2 1 1 3 3 1 1 1 1 1 2
Yol 26 0 3 3 2 2 1 6 1 2 1 1 1 7 3 3 1 1 1 1 2 2
Yol 26 0 1 11 4 9 2 3 1 2 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
Yol 26 0 11 11 2 5 3 3 3 3 1 1 1 1 3 3 1 1 2 2 1 2
Yol 26 0 3 3 3 4 3 3 1 1 3 3 1 7 3 3 1 1 1 2 1 2
Yol 26 0 3 3 2 4 1 3 1 1 1 2 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
Yol 26 0 3 11 3 4 1 3 1 1 2 3 1 7 1 3 1 1 2 2 2 2
Yol 26 0 1 2 4 9 1 6 2 2 1 2 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Yol 26 0 1 3 2 3 1 3 -9 -9 2 3 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Yol 26 0 2 3 3 4 1 3 3 3 1 3 1 5 1 9 1 1 1 1 2 2
Yol 26 0 1 1 2 4 3 3 1 1 2 3 1 1 3 5 1 1 1 2 1 2
Yol 26 0 1 3 3 4 1 3 1 1 1 3 1 5 1 1 1 1 1 1 1 1
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Yol 26 0 3 11 3 9 6 13 1 1 1 5 1 4 1 1 1 1 1 1 1 2
Yol 26 0 2 3 2 4 1 1 1 3 1 1 4 5 1 1 1 1 1 1 1 1
Yol 26 0 1 3 2 4 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Yol 26 0 2 3 3 5 3 3 1 1 2 2 1 5 3 3 1 1 1 2 1 2
Yol 26 0 3 3 2 5 3 6 1 1 2 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Yol 26 0 2 3 2 3 1 3 1 1 1 3 7 7 1 1 1 1 1 2 1 1
Yol 26 0 2 2 2 3 1 3 1 3 2 5 1 4 1 5 1 1 2 2 1 1
Yol 26 0 2 3 4 5 3 3 1 1 1 2 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
Yol 26 0 1 11 4 9 1 1 1 1 1 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Yol 26 0 3 11 4 4 1 3 1 3 1 1 1 1 3 3 1 1 -9 -9 1 2
San 27 0 2 3 2 5 1 1 1 5 2 2 1 4 1 1 1 1 1 1 1 2
San 27 0 2 3 3 4 -9 -9 -9 -9 1 3 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
San 27 0 1 1 4 5 3 3 1 2 2 3 1 3 1 3 1 1 1 2 1 2
San 27 0 1 3 2 9 3 3 1 1 1 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
San 27 0 2 3 2 5 1 1 1 1 3 3 1 5 3 11 1 1 1 2 1 2
San 27 0 1 3 2 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
San 27 0 2 2 4 4 3 3 1 1 2 3 1 1 1 1 1 1 1 3 1 2
San 27 0 1 3 2 5 3 3 1 1 1 2 1 5 1 1 1 1 1 1 1 2
San 27 0 2 3 2 4 1 1 1 1 2 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
San 27 0 1 2 2 4 3 6 2 5 1 3 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
San 27 0 2 3 2 4 1 3 -9 -9 1 3 1 1 1 3 1 1 -9 -9 1 2
San 27 0 1 2 5 5 2 3 -9 -9 1 1 1 4 1 3 1 1 1 2 1 2
San 27 0 2 3 2 4 1 2 2 5 1 3 1 4 1 3 1 1 -9 -9 2 2
San 27 0 1 3 2 2 3 5 1 1 2 2 1 5 3 3 1 7 -9 -9 1 1
San 27 0 2 3 2 3 1 3 -9 -9 -9 -9 1 1 1 3 1 1 -9 -9 1 1
San 27 0 1 3 3 9 1 1 -9 -9 1 3 1 6 1 1 1 1 -9 -9 1 1
San 27 0 1 3 2 4 1 5 1 1 2 2 1 1 1 3 1 1 -9 -9 1 1
San 27 0 1 1 2 2 2 3 1 1 2 2 -9 -9 1 1 1 1 -9 -9 1 2
San 27 0 1 2 2 4 1 1 2 3 2 2 1 4 1 3 1 1 1 1 -9 -9
San 27 0 2 3 4 5 1 2 1 1 1 1 1 4 1 3 1 1 1 2 1 2
San 27 0 2 3 4 5 3 3 1 1 2 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
San 27 0 2 3 3 9 1 1 1 1 1 3 3 5 1 3 1 1 1 1 1 1
San 27 0 3 3 2 2 1 1 1 1 2 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
San 27 0 1 3 4 5 3 6 1 1 1 1 1 1 3 3 1 1 -9 -9 1 1
San 27 0 1 3 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 1 1 1 1 -9 -9 -9 -9 -9 -9
San 27 0 1 3 2 4 3 3 -9 -9 -9 -9 1 3 1 1 1 1 -9 -9 1 2
San 27 0 1 2 4 4 1 2 1 1 3 3 1 1 1 3 1 1 1 2 -9 -9
San 27 0 1 3 2 4 1 6 1 5 2 2 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
San 27 0 2 3 5 9 1 3 1 1 1 2 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
San 27 0 2 2 3 5 1 3 1 3 1 1 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
Nsi 28 0 -9 -9 2 2 1 1 2 3 1 2 1 6 1 1 1 1 1 2 1 2
Nsi 28 0 1 3 3 9 1 3 1 3 1 3 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1
Nsi 28 0 3 3 2 5 1 1 1 1 2 5 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Nsi 28 0 1 1 2 3 1 13 1 2 2 5 1 4 1 3 1 1 1 1 1 2
Nsi 28 0 3 3 2 4 1 3 1 3 2 2 1 1 1 3 1 1 2 2 1 2
Nsi 28 0 3 8 3 5 3 3 1 2 2 3 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Nsi 28 0 2 3 2 4 2 3 1 1 1 3 4 7 1 1 1 1 2 2 1 1
Nsi 28 0 2 2 4 5 1 1 1 2 5 5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Nsi 28 0 3 3 2 5 1 3 1 1 1 3 4 7 3 3 1 1 1 2 1 1
Nsi 28 0 1 2 2 4 -9 -9 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Nsi 28 0 2 8 2 2 1 1 3 3 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2
Nsi 28 0 2 3 2 4 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Nsi 28 0 1 2 4 4 1 3 1 2 3 5 1 3 1 3 1 1 1 1 2 2
Nsi 28 0 2 3 2 4 1 3 1 1 1 2 7 7 3 6 1 1 -9 -9 1 1
Nsi 28 0 3 8 3 5 1 3 1 1 3 3 4 5 1 1 1 1 1 2 1 1
Nsi 28 0 3 3 2 4 3 3 1 2 2 3 1 1 3 3 1 1 1 2 1 1
Nsi 28 0 3 3 2 4 3 6 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Nsi 28 0 3 3 2 5 1 1 1 2 1 3 1 1 3 3 1 1 1 2 2 2
Nsi 28 0 2 8 2 4 2 13 1 1 1 5 6 7 1 3 1 1 1 2 1 2
Nsi 28 0 2 3 2 2 2 3 1 1 1 3 1 7 1 3 1 1 1 2 1 2
Nsi 28 0 1 2 2 4 3 13 1 2 1 2 1 1 3 3 1 1 -9 -9 1 1
Nsi 28 0 1 3 4 5 1 3 1 2 2 2 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2
Nsi 28 0 1 3 2 5 3 3 1 1 1 1 1 1 3 3 1 1 1 1 1 1
Nsi 28 0 1 2 2 5 2 3 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Nsi 28 0 2 3 3 5 2 3 1 2 2 3 1 1 1 3 1 1 2 2 1 2
Nsi 28 0 2 3 3 5 2 6 1 2 1 5 1 5 1 1 1 1 -9 -9 2 2
Nsi 28 0 3 3 4 5 3 13 1 1 1 3 1 1 1 3 1 1 2 3 1 1
Nsi 28 0 2 3 2 3 1 6 1 3 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Nsi 28 0 3 8 2 3 1 6 1 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Nsi 28 0 1 2 2 4 2 3 1 1 1 2 1 7 1 1 1 1 1 2 1 1
Sd2 29 0 1 1 -9 -9 3 3 1 2 3 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
Sd2 29 0 1 2 -9 -9 3 6 1 3 1 2 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
Sd2 29 0 3 3 -9 -9 1 1 1 2 1 3 1 7 3 3 1 1 1 1 1 1
Sd2 29 0 1 2 -9 -9 4 6 1 2 2 3 1 3 1 1 1 1 1 2 1 1
Sd2 29 0 3 8 -9 -9 1 6 1 3 1 2 1 4 1 3 1 1 2 2 1 2
Sd2 29 0 2 3 -9 -9 1 3 2 5 1 3 1 1 1 3 1 1 2 2 1 2
Sd2 29 0 3 8 -9 -9 1 6 1 2 1 2 1 7 3 3 1 1 1 6 1 1
Sd2 29 0 2 3 -9 -9 3 6 2 11 2 5 1 3 1 6 1 1 1 1 1 2
Sd2 29 0 3 8 -9 -9 1 1 1 2 -9 -9 1 1 1 3 -9 -9 -9 -9 -9 -9
Sd2 29 0 1 1 4 5 1 3 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Sd2 29 0 -9 -9 3 5 4 6 1 2 1 3 1 4 1 3 1 1 2 2 2 2
Sd2 29 0 2 3 -9 -9 6 6 1 2 1 2 1 4 1 3 1 1 2 2 2 2
Sd2 29 0 1 3 3 3 1 3 1 2 3 3 1 4 1 6 1 1 2 2 1 1
Sd2 29 0 1 1 2 2 1 3 1 1 2 3 1 4 1 1 1 1 1 1 1 2
Sd2 29 0 1 1 5 9 3 4 1 3 3 3 1 1 3 3 -9 -9 1 2 -9 -9
Sd2 29 0 3 3 5 6 1 1 1 3 1 2 1 1 3 3 1 1 1 1 1 2
Sd2 29 0 1 2 5 5 1 1 1 2 -9 -9 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
Sd2 29 0 3 8 4 9 3 4 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2
Sd2 29 0 3 3 5 6 1 1 1 2 1 2 4 5 1 1 1 1 2 2 2 2
Sd2 29 0 1 2 4 4 1 6 1 3 1 2 1 7 1 3 1 1 2 2 1 1
Sd2 29 0 1 3 3 4 3 6 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Sd2 29 0 1 3 5 5 1 3 1 2 3 3 1 1 1 3 1 1 2 2 1 1
Sd2 29 0 2 3 5 6 3 3 1 2 1 3 1 4 1 3 1 1 2 2 1 1
Sd2 29 0 3 3 -9 -9 3 4 1 2 1 3 1 1 1 3 1 1 2 2 -9 -9
Sd2 29 0 2 3 -9 -9 3 4 1 2 1 5 1 7 -9 -9 1 1 -9 -9 1 2
Sd2 29 0 3 3 -9 -9 1 3 1 2 1 3 1 3 1 9 1 1 1 2 1 2
Sd2 29 0 1 8 3 5 1 3 1 2 1 2 1 7 1 3 1 1 1 2 1 1
Sd2 29 0 1 1 2 4 4 6 1 2 1 3 3 7 1 1 1 1 1 1 2 2
Sd2 29 0 3 3 2 4 3 3 2 11 1 1 1 7 1 9 1 1 1 2 1 2
Sd2 29 0 3 8 2 4 3 3 2 11 2 5 1 3 1 3 1 1 1 2 1 2
Sd5 30 0 2 3 2 5 2 6 1 2 1 2 3 7 3 3 1 1 1 2 1 1
Sd5 30 0 1 2 2 5 3 6 1 3 2 5 1 4 1 3 1 1 1 2 2 2
Sd5 30 0 1 1 2 5 1 2 1 2 3 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Sd5 30 0 2 3 3 4 3 3 2 11 1 3 -9 -9 3 3 1 1 1 1 1 1
Sd5 30 0 2 3 2 5 3 3 1 3 2 3 1 4 1 3 1 1 1 2 1 2
Sd5 30 0 2 3 3 5 1 3 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Sd5 30 0 1 2 4 5 1 6 1 2 2 3 4 7 1 3 1 1 2 2 1 1
Sd5 30 0 2 3 3 3 1 1 1 2 2 3 1 4 3 3 1 1 2 2 1 2
Sd5 30 0 3 3 2 4 1 3 2 3 1 3 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
Sd5 30 0 3 8 3 4 1 1 1 3 1 1 1 7 1 3 1 1 1 2 2 2
Sd5 30 0 3 3 2 4 3 6 1 2 3 3 1 1 1 3 1 1 2 2 2 2
Sd5 30 0 2 3 4 5 1 3 2 2 1 5 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Sd5 30 0 1 3 5 5 1 6 1 2 3 5 1 7 1 3 1 1 2 6 1 2
Sd5 30 0 3 3 3 9 1 3 1 2 1 3 1 4 1 3 1 1 1 2 1 2
Sd5 30 0 3 3 2 2 1 3 1 2 2 3 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Sd5 30 0 1 2 5 5 3 4 1 3 1 3 1 3 3 3 1 1 1 1 1 2
Sd5 30 0 1 3 4 9 1 6 1 2 1 2 1 7 3 3 1 1 2 2 1 2
Sd5 30 0 3 3 -9 -9 1 1 1 3 1 3 1 7 -9 -9 1 1 1 2 1 1
Sd5 30 0 1 8 3 5 1 6 1 2 3 5 1 1 3 6 1 1 1 2 1 1
Sd5 30 0 1 3 2 2 1 3 1 2 1 2 1 1 1 3 1 1 2 2 1 1
Sd5 30 0 2 3 9 9 3 4 1 2 1 3 1 1 1 9 1 1 1 2 1 1
Sd5 30 0 3 3 4 5 6 6 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Sd5 30 0 2 3 2 3 1 4 1 2 1 3 1 7 1 3 1 1 3 6 1 1
Sd5 30 0 3 3 2 2 1 2 1 2 2 3 1 3 1 1 1 1 2 2 1 2
Sd5 30 0 2 3 2 5 1 6 1 3 1 5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Sd5 30 0 2 3 3 5 1 6 1 3 1 3 1 7 3 3 1 1 1 2 2 2
Sd5 30 0 3 8 2 3 1 6 1 2 2 3 1 1 1 1 1 1 2 6 1 2
Sd5 30 0 1 3 2 2 3 6 1 2 1 1 1 1 1 3 1 1 2 2 1 1
Sd5 30 0 1 3 2 5 1 2 1 3 2 5 3 7 1 3 1 1 1 2 1 2
Sd5 30 0 3 8 3 9 -9 -9 1 2 1 1 1 4 1 1 1 1 2 2 2 2
Sd9 31 0 1 2 4 4 1 6 1 2 2 3 -9 -9 1 1 1 1 1 3 1 1
Sd9 31 0 2 8 2 9 1 3 1 3 1 1 1 3 3 9 1 1 6 6 1 1
Sd9 31 0 1 3 5 9 1 3 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
Sd9 31 0 2 3 2 4 3 6 1 3 2 3 -9 -9 1 3 1 1 1 2 2 2
Sd9 31 0 2 3 2 2 1 6 2 2 2 3 1 4 1 1 1 1 1 2 2 2
Sd9 31 0 1 2 2 5 1 1 1 2 1 3 -9 -9 3 3 1 1 1 1 1 1
Sd9 31 0 3 8 4 5 1 13 1 2 1 3 7 7 1 3 1 1 1 2 1 1
Sd9 31 0 2 2 4 9 1 6 1 5 2 3 1 4 1 3 1 1 1 2 1 1
Sd9 31 0 1 3 3 4 1 1 1 2 3 5 1 1 1 3 1 1 1 3 2 2
Sd9 31 0 2 3 4 5 6 6 1 2 3 3 1 1 3 3 1 1 -9 -9 1 1
Sd9 31 0 2 3 2 3 2 3 1 2 1 3 1 1 1 3 1 1 2 3 1 1
Sd9 31 0 2 2 -9 -9 1 3 1 2 2 3 -9 -9 1 3 1 1 1 6 1 1
Sd9 31 0 1 3 2 5 1 13 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1
Sd9 31 0 2 8 2 3 1 1 1 2 2 5 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
Sd9 31 0 1 3 -9 -9 -9 -9 1 2 2 5 -9 -9 1 3 1 1 1 2 1 1
Sd9 31 0 1 1 3 4 1 6 1 2 3 3 1 3 1 3 1 1 1 2 2 2
Sd9 31 0 2 3 4 5 3 3 3 3 1 2 -9 -9 3 3 1 1 1 3 1 2
Sd9 31 0 2 8 3 5 1 3 1 2 1 2 1 4 1 3 1 1 1 1 2 2
Sd9 31 0 3 8 4 5 3 6 1 2 3 3 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1
Sd9 31 0 1 3 2 5 1 3 1 1 2 3 1 7 1 3 1 1 1 1 1 2
Sd9 31 0 3 3 2 5 1 3 1 2 1 3 1 1 1 3 1 1 1 6 1 2
Sd9 31 0 -9 -9 2 2 1 1 1 1 2 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
Sd9 31 0 3 3 5 5 3 3 1 1 1 3 3 7 1 3 1 1 2 2 2 2
Sd9 31 0 1 3 4 4 1 13 1 2 2 3 1 1 3 9 1 1 1 3 1 1
Sd9 31 0 1 1 2 4 2 3 1 2 2 3 -9 -9 1 1 1 1 2 2 1 2
Sd9 31 0 3 8 2 4 1 6 1 1 1 2 1 4 3 3 1 1 1 6 2 2
Sd9 31 0 1 3 4 5 1 6 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Sd9 31 0 2 3 4 9 3 3 1 2 1 1 1 4 3 3 1 1 2 3 2 2
Sd9 31 0 1 3 4 5 6 13 1 2 1 3 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Sd9 31 0 -9 -9 2 9 -9 -9 1 1 1 3 1 4 1 3 1 7 2 2 1 1
Sl2 32 0 1 2 2 4 3 13 1 2 2 2 1 7 -9 -9 1 1 1 2 1 2
Sl2 32 0 1 3 3 4 1 6 1 2 1 2 1 1 -9 -9 1 1 1 2 2 2
Sl2 32 0 2 3 5 5 6 6 1 3 2 5 1 4 1 3 1 1 2 2 1 1
Sl2 32 0 1 3 5 9 6 6 1 1 1 3 1 3 3 3 1 1 1 2 1 2
Sl2 32 0 2 3 2 3 6 6 1 1 2 3 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1
Sl2 32 0 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 
-9
Sl2 32 0 1 3 2 4 1 1 2 3 2 3 4 6 1 1 1 1 1 2 2 2
Sl2 32 0 2 3 2 2 1 3 1 1 2 2 1 4 1 3 1 1 1 1 2 2
Sl2 32 0 1 3 2 5 1 3 2 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
Sl2 32 0 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 -9 
-9
Sl2 32 0 3 3 2 4 1 3 1 2 1 3 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Sl2 32 0 3 3 2 4 1 6 2 3 1 2 1 3 3 3 1 1 1 2 1 2
Sl2 32 0 3 11 2 5 1 3 1 1 1 3 1 1 3 3 1 1 1 1 1 1
Sl2 32 0 1 2 2 5 3 3 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Sl2 32 0 2 3 2 9 1 13 -9 -9 -9 -9 1 7 1 3 1 1 -9 -9 2 2
Sl6 33 0 3 3 2 4 1 3 1 3 1 3 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
Sl6 33 0 2 11 3 9 1 3 1 2 2 3 1 4 1 3 1 1 1 1 2 2
Sl6 33 0 3 3 2 3 1 3 1 2 1 2 1 3 1 3 1 1 1 1 -9 -9
Sl6 33 0 2 11 2 2 1 3 1 2 1 2 1 1 1 3 1 1 1 2 1 2
Sl6 33 0 2 3 4 4 2 3 1 1 1 5 1 1 1 3 1 1 1 2 2 2
Sl6 33 0 2 11 2 5 1 3 1 2 1 2 3 4 1 3 1 1 1 1 2 2
Sl6 33 0 2 3 4 4 1 6 2 5 2 3 1 3 1 1 1 1 1 2 1 2
Sl6 33 0 2 3 2 4 1 1 1 2 1 1 1 3 1 3 1 1 1 3 1 1
Sl6 33 0 2 3 2 5 3 3 1 1 1 2 1 3 1 3 1 1 1 2 2 2
Sl6 33 0 11 11 3 4 1 3 1 2 1 2 1 3 1 1 1 1 1 6 1 1
Sl6 33 0 2 3 2 3 3 3 1 1 2 5 1 4 1 3 1 1 1 6 1 2
Sl6 33 0 1 3 2 2 3 4 2 3 1 3 1 7 3 3 1 1 2 3 1 1
Sl6 33 0 1 2 2 2 1 1 1 2 1 2 1 5 1 3 1 1 1 1 2 2
Sl6 33 0 1 11 2 4 3 6 1 3 1 2 1 3 1 3 1 1 1 3 1 2
Sl6 33 0 2 3 3 4 2 3 1 2 1 3 1 3 1 1 1 1 2 2 1 2
Sl6 33 0 1 3 2 4 1 1 1 1 1 2 1 1 3 3 1 1 1 2 1 2
Sl6 33 0 1 11 2 3 2 3 1 2 1 3 1 4 1 3 1 1 1 1 2 2
Sl6 33 0 3 11 2 2 1 1 1 3 2 2 7 7 1 3 1 1 2 3 2 2
Sl6 33 0 3 11 2 2 1 6 1 2 1 3 1 4 1 3 1 1 2 3 1 2
Sl6 33 0 1 1 2 3 1 4 1 2 1 1 1 7 1 3 1 1 3 3 1 2
Sl6 33 0 1 1 5 9 1 3 1 2 1 1 1 3 3 3 1 1 1 3 1 2
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Sl6 33 0 2 3 4 5 1 3 1 3 2 3 5 5 1 1 1 1 1 6 1 1
Sl6 33 0 1 3 2 9 1 3 -9 -9 1 5 1 3 1 1 1 1 2 2 -9 -9
Sl6 33 0 1 3 2 4 1 1 1 1 2 3 1 3 3 3 1 1 1 6 2 2
Sl6 33 0 1 3 3 5 1 1 1 1 1 1 1 3 1 3 1 1 1 2 -9 -9
Sl6 33 0 1 2 4 5 1 6 1 2 1 3 1 3 1 1 1 1 2 2 1 1
Sl6 33 0 1 11 4 4 2 3 1 2 1 2 1 3 1 1 1 1 1 3 2 2
Sl6 33 0 2 11 2 5 1 3 1 3 1 3 1 6 1 1 1 1 1 6 1 1
Sl6 33 0 3 3 2 9 3 3 1 3 1 5 1 7 1 1 1 1 1 2 -9 -9
Sl6 33 0 3 3 2 2 1 3 1 2 1 2 1 7 3 3 1 1 1 2 2 2
Sl8 34 0 2 3 4 5 2 3 2 5 1 1 1 3 1 3 1 1 1 2 1 1
Sl8 34 0 1 3 3 4 3 3 -9 -9 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
Sl8 34 0 3 3 2 9 1 3 2 2 1 5 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1
Sl8 34 0 1 3 3 9 3 6 1 3 2 5 1 4 1 3 1 1 2 2 2 2
Sl8 34 0 1 1 2 4 1 1 1 2 2 3 1 4 3 3 1 1 1 3 1 2
Sl8 34 0 3 8 2 3 1 3 1 2 1 2 1 1 1 3 1 1 1 3 1 2
Sl8 34 0 1 8 2 2 1 3 1 1 1 3 1 1 3 3 1 1 1 2 2 2
Sl8 34 0 3 8 2 2 1 1 1 1 1 2 1 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Sl8 34 0 1 8 2 4 1 3 1 1 2 3 1 4 1 3 1 1 1 1 1 2
Sl8 34 0 1 3 2 2 1 6 1 2 2 3 1 4 3 3 1 1 1 1 2 2
Sl8 34 0 1 2 -9 -9 1 3 -9 -9 2 2 4 7 1 3 -9 -9 2 6 1 1
Sl8 34 0 3 3 2 3 1 1 2 3 1 3 1 1 1 3 1 1 2 2 1 2
Sl8 34 0 2 3 4 4 3 3 2 5 2 2 1 4 1 3 1 1 2 2 1 2
Sl8 34 0 2 3 4 5 1 2 1 2 1 1 1 3 1 3 1 1 1 1 1 1
Sl8 34 0 1 8 2 2 3 3 1 1 1 2 1 4 3 3 1 1 1 1 1 2
Sl8 34 0 1 8 2 2 3 3 1 1 -9 -9 1 4 1 3 1 1 1 2 1 2
Sl8 34 0 1 8 2 2 1 3 1 1 -9 -9 1 4 3 3 1 1 1 1 2 2
Sl8 34 0 1 2 2 3 1 6 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Sl8 34 0 1 1 5 9 3 4 1 1 1 5 4 4 3 3 1 1 2 2 2 2
Sl8 34 0 8 8 2 2 1 1 1 1 1 2 1 4 3 3 1 1 1 2 1 2
Sl8 34 0 1 1 2 2 1 3 1 1 1 2 1 1 3 3 1 1 1 1 2 2
Sl8 34 0 2 3 2 5 3 4 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1
Sl8 34 0 2 3 -9 -9 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 2 2
Sl8 34 0 1 1 5 9 1 3 1 3 1 5 4 4 3 3 1 1 -9 -9 2 2
Sl8 34 0 3 8 2 4 3 4 1 1 -9 -9 1 1 1 3 1 1 -9 -9 2 2
Sl8 34 0 3 8 3 3 1 3 2 3 -9 -9 1 1 1 3 1 1 -9 -9 1 1











1     0203 0303 0303 0101 0103 0107 0303 0101 0101 0102
1     0303 0306 0303 0102 0103 0107 0101 0101 0103 0202
1     0303 0406 0204 0102 0102 0107 0103 0101 0101 0202
1     0303 0305 0303 0101 0303 0101 0101 0101 0102 0202
1     0303 0304 0203 0101 0105 0101 0303 0101 0101 0202
1     0102 0305 0204 0102 0303 0101 0216 0101 0103 0202
1     0102 0305 0305 0102 0305 0101 0103 0101 0101 0202
1     0102 0304 0203 0102 0303 0107 0303 0101 0103 0102
1     0000 0304 0203 0102 0303 0101 0303 0101 0103 0202
1     0203 0305 0304 0102 0205 0101 0101 0101 0101 0202
1     0102 0305 0205 0205 0106 0101 0101 0101 0101 0202
1     0203 0305 0303 0102 0303 0101 0203 0101 0102 0102
1     0103 0304 0305 0101 0102 0101 0203 0101 0103 0202
1     0303 0406 0303 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0202
1     0102 0306 0303 0110 0505 0104 0206 0101 0101 0202
1     0203 0204 0305 0205 0203 0104 0303 0101 0103 0202
1     0103 0106 0303 0305 0101 0101 0303 0101 0102 0202
1     0102 0304 0203 0101 0103 0107 0102 0101 0103 0202
1     0204 0203 0303 0102 0101 0101 0102 0101 0102 0102
1     0203 0306 0303 0102 0303 0101 0303 0101 0102 0102
1     0101 0303 0305 0105 0103 0101 0303 0101 0103 0202
1     0203 0306 0303 0202 0303 0104 0103 0101 0101 0202
1     0203 0404 0304 0101 0205 0307 0103 0101 0303 0102
1     0303 0306 0303 0102 0303 0101 0102 0101 0101 0102
1     0203 0304 0304 0102 0303 0101 0303 0101 0103 0202
1     0203 0304 0303 0103 0202 0101 0203 0101 0103 0202
1     0303 0203 0101 0102 0106 0101 0101 0101 0102 0202
1     0103 0303 0303 0101 0202 0101 0102 0101 0101 0102
1     0202 0303 0303 0102 0205 0101 0101 0101 0101 0202
1     0103 0404 0303 0101 0000 0101 0102 0101 0102 0102
2     0203 0303 0203 0101 0306 0106 0103 0101 0102 0202
2     0103 0204 0210 0103 0105 0101 0102 0101 0103 0202
2     0303 0505 0305 0102 0305 0101 0103 0101 0101 0202
2     0304 0303 0103 0101 0103 0101 0108 0101 0103 0202
2     0103 0303 0312 0103 0203 0101 0103 0101 0202 0102
2     0103 0304 0103 0102 0103 0107 0112 0101 0103 0202
2     0103 0305 0105 0102 0303 0101 0102 0101 0101 0202
2     0203 0103 0103 0101 0101 0106 0103 0101 0103 0202
2     0303 0304 0203 0101 0202 0107 0102 0101 0103 0202
2     0303 0505 0303 0101 0205 0107 0102 0101 0103 0202
2     0203 0304 0103 0205 0303 0103 0112 0101 0101 0202
2     0203 0309 0303 0101 0105 0101 0102 0101 0101 0202
2     0303 0405 0303 0101 0205 0107 0102 0101 0101 0202
2     0203 0303 0103 0101 0303 0107 0102 0101 0101 0202
2     0203 0304 0203 0102 0303 0101 0113 0101 0103 0202
2     0102 0203 0303 0101 0000 0101 0103 0101 0101 0000
2     0103 0405 0304 0101 0303 0101 0103 0101 0000 0202
2     0303 0304 0305 0102 0305 0101 0102 0101 0101 0202
2     0303 0304 0303 0101 0103 0101 0101 0102 0101 0202
2     0203 0303 0203 0102 0306 0101 0103 0101 0101 0202
2     0102 0303 0203 0101 0102 0101 0106 0107 0102 0202
2     0103 0304 0303 0102 0606 0101 0111 0101 0102 0102
2     0303 0301 0303 0103 0306 0101 0103 0101 0102 0102
2     0203 0404 0104 0101 0102 0101 0102 0101 0101 0202
2     0103 0303 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0101
2     0103 0305 0303 0304 0303 0101 0103 0101 0101 0202
2     0103 0303 0306 0202 0206 0101 0101 0101 0102 0102
2     0000 0305 0306 0102 0103 0109 0303 0000 0102 0000
2     0203 0303 0307 0202 0203 0102 0103 0000 0202 0102
3     0106 0204 0102 0102 0303 0101 0103 0101 0101 0202
3     0103 0206 0303 0101 0103 0101 0101 0101 0303 0202
3     0103 0205 0303 0101 0103 0104 0102 0101 0101 0202
3     0102 0207 0303 0202 0203 0105 0102 0610 0303 0202
3     0102 0406 0306 0102 0102 0101 0103 0204 0103 0000
3     0101 0202 0304 0103 0203 0101 0303 0101 0101 0102
3     0303 0204 0303 0102 0203 0101 0303 0101 0101 0202
3     0106 0204 0203 0102 0303 0101 0101 0101 0103 0102
3     0101 0207 0303 0102 0103 0101 0101 0101 0103 0202
3     0203 0202 0103 0101 0105 0101 0101 0101 0101 0202
3     0101 0204 0303 0202 0305 0101 0103 0101 0101 0202
3     0203 0303 0304 0102 0103 0101 0209 0101 0103 0202
3     0102 0304 0303 0101 0102 0107 0103 0101 0101 0102
3     0103 0404 0303 0101 0303 0101 0203 0101 0102 0202
3     0303 0306 0305 0101 0202 0101 0103 0101 0102 0202
3     0203 0305 0303 0102 0105 0101 0103 0107 0101 0202
3     0303 0103 0303 0102 0103 0101 0102 0101 0101 0202
3     0102 0206 0103 0102 0103 0101 0202 0101 0102 0202
3     0103 0409 0303 0203 0102 0103 0101 0101 0303 0202
3     0203 0405 0303 0102 0203 0105 0103 0101 0103 0102
3     0103 0409 0303 0303 0102 0101 0101 0101 0203 0202
3     0203 0305 0303 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0202
3     0102 0303 0303 0101 0203 0101 0306 0104 0103 0202
3     0103 0305 0303 0102 0203 0506 0101 0101 0103 0102
3     0103 0303 0303 0102 0203 0101 0303 0101 0102 0202
3     0103 0305 0103 0101 0203 0101 0102 0101 0102 0202
3     0101 0303 0303 0101 0303 0105 0101 0101 0202 0202
3     0203 0404 0303 0102 0203 0105 0101 0101 0303 0202
3     0103 0303 0305 0102 0303 0407 0102 0101 0101 0202
3     0303 0305 0103 0101 0105 0101 0101 0101 0101 0202
3     0103 0304 0303 0101 0103 0101 0102 0101 0102 0202
3     0000 0303 0303 0101 0105 0101 0103 0101 0101 0000
3     0303 0309 0303 0102 0203 0101 0101 0101 0101 0202
3     0103 0203 0203 0101 0103 0105 0101 0101 0101 0102
3     0103 0203 0206 0202 0203 0101 0307 0101 0101 0102
3     0303 0103 0303 0102 0203 0103 0202 0101 0101 0202
3     0303 0105 0303 0102 0103 0103 0103 0101 0105 0102
3     0203 0405 0303 0101 0203 0506 0101 0101 0101 0202
3     0203 0304 0303 0101 0103 0107 0101 0101 0102 0202
3     0103 0404 0303 0203 0303 0101 0303 0101 0102 0202
3     0102 0303 0202 0102 0102 0101 0106 0101 0101 0202
3     0101 0204 0303 0101 0205 0101 0306 0101 0103 0202
3     0203 0311 0303 0103 0103 0101 0102 0101 0102 0102
3     0103 0303 0305 0101 0304 0104 0103 0101 0203 0202
3     0203 0311 0303 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
3     0103 0304 0203 0205 0102 0104 0102 0101 0102 0202
3     0203 0506 0303 0101 0102 0101 0102 0106 0103 0202
3     0103 0303 0203 0105 0203 0104 0203 0101 0103 0102
3     0203 0304 0303 0103 0103 0107 0102 0101 0101 0102
3     0303 0303 0303 0202 0102 0101 0103 0101 0103 0102
4     0303 0303 0204 0105 0105 0105 0102 0101 0101 0202
4     0303 0203 0303 0101 0203 0101 0101 0000 0103 0202
4     0000 0303 0103 0105 0102 0101 0106 0000 0103 0202
4     0203 0305 0303 0102 0205 0101 0103 0101 0102 0202
4     0000 0305 0103 0102 0105 0101 0303 0101 0102 0202
4     0303 0304 0304 0105 0103 0101 0203 0101 0101 0202
4     0303 0304 0308 0205 0202 0101 0102 0101 0102 0000
4     0303 0303 0210 0102 0101 0101 0308 0000 0102 0202
4     0103 0303 0304 0505 0305 0107 0103 0000 0101 0202
4     0207 0304 0303 0102 0303 0101 0103 0000 0101 0202
4     0203 0303 0304 0105 0103 0102 0203 0101 0101 0202
4     0203 0304 0308 0205 0102 0101 0101 0000 0102 0202
Σημείωση: Η μήτρα δημιουργήθηκε μέσω της στατιστικής εφαρμογής GENALEX. Το συγκεκριμένο στατιστικό πακέτο παρέχει 
τη δυνατότητα της απευθείας μετατροπής της δικής του μήτρας, σε μήτρα εισαγωγής δεδομένων σε μορφή κατάλληλη για το 
πρόγραμμα STRUCTURE. Τα βήματα που ακολουθούνται γι΄ αυτή τη μετατροπή περιγράφονται στο παράρτημα Γ, στην ενότητα 
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4     0103 0304 0110 0102 0101 0101 0303 0101 0102 0202
4     0102 0304 0103 0102 0102 0101 0206 0101 0101 0202
4     0103 0305 0203 0105 0505 0203 0203 0101 0101 0202
4     0103 0305 0304 0505 0305 0207 0102 0101 0101 0202
4     0102 0303 0304 0105 0305 0107 0101 0101 0102 0203
4     0203 0303 0303 0101 0305 0101 0103 0101 0203 0202
4     0303 0303 0404 0101 0103 0101 0101 0101 0101 0202
4     0303 0305 0303 0102 0102 0101 0103 0000 0203 0202
4     0202 0303 0203 0102 0303 0101 0101 0101 0101 0102
4     0307 0304 0304 0101 0203 0102 0101 0101 0101 0202
4     0202 0303 0203 0101 0305 0207 0101 0101 0101 0202
4     0202 0309 0305 0102 0101 0101 0102 0101 0101 0102
4     0203 0303 0203 0105 0305 0207 0101 0101 0101 0202
4     0203 0305 0304 0505 0305 0207 0103 0101 0101 0202
4     0103 0303 0303 0101 0103 0101 0102 0101 0103 0202
4     0103 0203 0303 0102 0101 0101 0203 0101 0103 0202
4     0202 0309 0103 0202 0101 0101 0206 0101 0101 0102
5     0203 0303 0305 0202 0305 0101 0510 0101 0103 0202
5     0103 0304 0304 0101 0103 0101 0103 0107 0104 0102
5     0203 0303 0303 0103 0103 0407 0103 0106 0103 0202
5     0203 0305 0305 0111 0203 0101 0103 0106 0104 0202
5     0203 0406 0303 0102 0203 0101 0103 0101 0203 0202
5     0103 0203 0303 0102 0102 0101 0103 0101 0203 0202
5     0203 0306 0303 0105 0203 0101 0103 0101 0101 0202
5     0103 0204 0305 0102 0205 0101 0103 0101 0202 0102
5     0107 0206 0303 0102 0303 0101 0101 0101 0103 0202
5     0203 0404 0203 0101 0103 0101 0103 0101 0101 0102
5     0102 0306 0204 0505 0103 0106 0101 0101 0101 0202
5     0104 0404 0303 0202 0203 0101 0203 0101 0101 0202
5     0000 0307 0303 0102 0103 0101 0101 0101 0101 0000
5     0303 0309 0303 0105 0305 0101 0101 0101 0103 0202
5     0103 0306 0303 0000 0203 0101 0606 0101 0101 0000
5     0103 0304 0305 0203 0303 0101 0103 0101 0102 0102
5     0103 0304 0311 0102 0205 0107 0203 0101 0101 0202
5     0103 0306 0303 0102 0105 0101 0101 0307 0101 0202
5     0102 0304 0103 0102 0303 0104 0101 0101 0101 0202
5     0203 0306 0103 0202 0102 0101 0203 0101 0303 0202
5     0203 0303 0304 0102 0101 0101 0304 0101 0101 0202
5     0203 0404 0305 0203 0303 0101 0101 0101 0101 0202
5     0203 0606 0304 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0202
5     0202 0204 0305 0205 0203 0101 0303 0000 0102 0202
5     0000 0306 0103 0208 0305 0107 0102 0101 0101 0202
5     0103 0303 0304 0101 0101 0101 0101 0101 0101 0202
5     0102 0305 0303 0101 0203 0101 0303 0101 0101 0102
5     0103 0303 0303 0102 0305 0101 0103 0101 0101 0202
5     0103 0303 0303 0102 0202 0103 0104 0101 0102 0102
5     0102 0304 0303 0102 0203 0104 0103 0101 0101 0202
6     0405 0205 0203 0102 0103 0105 0102 0101 0104 0102
6     0102 0304 0103 0203 0105 0107 0406 0101 0102 0102
6     0304 0405 0303 0101 0103 0101 0103 0101 0103 0102
6     0103 0304 0303 0102 0102 0101 0102 0101 0103 0102
6     0102 0204 0303 0110 0101 0101 0101 0101 0303 0102
6     0203 0305 0103 0101 0103 0102 0101 0101 0101 0102
6     0304 0304 0103 0102 0101 0101 0102 0101 0202 0202
6     0102 0406 0303 0102 0103 0105 0303 0000 0102 0102
6     0102 0303 0103 0305 0102 0107 0206 0101 0101 0102
6     0203 0206 0305 0101 0105 0607 0101 0101 0101 0101
6     0103 0404 0103 0202 0101 0103 0107 0101 0202 0101
6     0202 0305 0303 0103 0303 0203 0303 0101 0102 0202
6     0103 0205 0303 0202 0203 0101 0303 0102 0202 0202
6     0102 0104 0103 0101 0103 0104 0310 0101 0102 0101
6     0102 0304 0103 0203 0105 0101 0103 0101 0303 0202
6     0205 0303 0303 0303 0103 0102 0303 0101 0103 0102
6     0101 0304 0303 0102 0101 0107 0102 0101 0103 0202
6     0303 0204 0303 0102 0306 0101 0103 0101 0103 0000
6     0102 0203 0303 0311 0101 0101 0102 0101 0102 0202
6     0101 0203 0304 0103 0103 0101 0101 0103 0000 0102
6     0203 0205 0303 0105 0105 0107 0202 0101 0101 0102
6     0102 0305 0203 0105 0103 0104 0203 0101 0102 0202
6     0103 0405 0103 0102 0103 0101 0106 0101 0102 0102
6     0103 0305 0303 0205 0103 0101 0102 0101 0202 0101
6     0104 0306 0303 0505 0105 0101 0103 0101 0102 0202
6     0103 0204 0303 0101 0101 0103 0103 0103 0103 0102
6     0102 0203 0203 0105 0303 0101 0103 0101 0101 0202
6     0101 0304 0103 0102 0106 0103 0203 0101 0103 0202
6     0101 0203 0303 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0202
6     0103 0404 0304 0303 0101 0101 0306 0101 0103 0102
6     0103 0405 0304 0203 0101 0107 0101 0101 0102 0202
6     0303 0308 0303 0105 0104 0507 0103 0101 0202 0101
6     0202 0304 0304 0105 0101 0101 0102 0101 0102 0101
6     0102 0303 0204 0102 0103 0101 0203 0101 0102 0102
6     0103 0305 0303 0105 0106 0101 0103 0101 0102 0102
6     0303 0304 0303 0205 0305 0101 0101 0101 0101 0101
6     0102 0404 0303 0205 0101 0101 0103 0102 0102 0102
6     0203 0305 0303 0203 0101 0106 0209 0101 0102 0202
6     0303 0206 0303 0101 0103 0307 0207 0104 0101 0202
6     0103 0303 0304 0101 0101 0407 0102 0101 0102 0102
6     0103 0203 0303 0101 0101 0101 0103 0101 0101 0102
6     0102 0406 0101 0101 0306 0101 0203 0101 0102 0102
6     0202 0103 0304 0102 0101 0101 0101 0107 0102 0101
6     0103 0203 0304 0105 0101 0101 0101 0101 0101 0202
6     0103 0304 0304 0112 0102 0101 0306 0103 0102 0202
6     0103 0104 0303 0110 0305 0107 0105 0102 0101 0202
6     0101 0305 0310 0103 0203 0101 0101 0101 0203 0102
6     0104 0306 0410 0102 0103 0101 0102 0101 0103 0102
6     0103 0303 0303 0105 0106 0101 0203 0101 0102 0102
6     0101 0303 0304 0102 0103 0104 0102 0103 0102 0102
7     0102 0303 0303 0103 0103 0101 0112 0101 0102 0102
7     0102 0303 0303 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0101
7     0000 0406 0303 0101 0101 0101 0101 0106 0102 0202
7     0303 0204 0303 0102 0105 0101 0103 0101 0101 0102
7     0305 0204 0304 0112 0105 0107 0303 0101 0102 0101
7     0202 0203 0101 0104 0105 0110 0101 0102 0203 0202
7     0203 0304 0304 0305 0101 0101 0106 0101 0101 0000
7     0202 0406 0103 0205 0104 0107 0103 0101 0102 0202
7     0203 0303 0303 0102 0101 0103 0204 0207 0101 0102
7     0203 0303 0305 0205 0101 0105 0106 0101 0101 0202
7     0202 0306 0303 0102 0103 0111 0112 0101 0202 0102
7     0204 0405 0303 0102 0101 0101 0312 0101 0101 0102
7     0204 0304 0304 0205 0101 0101 0101 0101 0203 0102
7     0202 0103 0103 0103 0103 0101 0103 0101 0202 0102
7     0102 0303 0303 0102 0102 0107 0106 0101 0102 0202
7     0203 0202 0104 0102 0103 0101 0303 0101 0101 0102
7     0203 0203 0103 0203 0101 0510 0101 0000 0203 0202
7     0103 0209 0304 0203 0103 0101 0306 0101 0202 0202
7     0303 0305 0210 0102 0102 0101 0101 0101 0102 0202
7     0203 0304 0303 0103 0102 0101 0115 0101 0101 0202
7     0203 0205 0103 0104 0203 0107 0103 0101 0202 0202
7     0203 0203 0305 0103 0203 0101 0303 0101 0102 0202
7     0202 0404 0103 0105 0305 0104 0101 0101 0101 0202
7     0202 0303 0101 0102 0103 0103 0101 0101 0102 0102
7     0102 0304 0304 0111 0102 0102 0103 0303 0101 0000
7     0102 0205 0104 0202 0101 0103 0303 0101 0101 0102
7     0303 0304 0203 0101 0205 0101 0101 0101 0102 0202
7     0102 0304 0203 0102 0103 0101 0114 0101 0102 0202
7     0304 0303 0303 0105 0101 0101 0306 0101 0103 0102
7     0203 0204 0304 0210 0101 0101 0102 0101 0101 0102
8     0303 0102 0102 0102 0101 0101 0202 0101 0101 0202
8     0103 0102 0102 0102 0101 0101 0203 0101 0101 0202
8     0103 0103 0102 0102 0203 0101 0203 0101 0101 0102
8     0103 0103 0102 0103 0203 0102 0203 0101 0101 0102
8     0202 0304 0304 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0101
8     0303 0405 0303 0102 0103 0101 0102 0101 0101 0202
8     0303 0304 0303 0102 0102 0101 0103 0101 0102 0102
8     0103 0102 0102 0102 0102 0101 0202 0101 0101 0102
8     0103 0404 0303 0101 0102 0103 0308 0101 0102 0202
8     0203 0404 0304 0204 0305 0101 0103 0101 0203 0101
8     0102 0304 0103 0101 0303 0101 0103 0101 0101 0101
8     0103 0408 0303 0111 0105 0404 0101 0101 0202 0102
8     0102 0304 0104 0103 0103 0204 0102 0102 0103 0202
8     0104 0405 0101 0105 0203 0104 0303 0101 0102 0202
8     0303 0303 0101 0203 0203 0107 0101 0101 0101 0101
8     0102 0404 0103 0102 0103 0104 0103 0107 0101 0102
8     0303 0304 0304 0106 0103 0104 0103 0101 0102 0102
8     0103 0303 0103 0205 0303 0107 0303 0101 0101 0101
8     0103 0304 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
8     0102 0204 0103 0102 0102 0104 0102 0101 0202 0102
8     0102 0202 0103 0101 0105 0107 0103 0101 0102 0102
8     0203 0203 0303 0203 0103 0107 0103 0101 0103 0101
8     0303 0203 0303 0103 0105 0307 0101 0102 0102 0102
8     0202 0505 0103 0205 0101 0407 0206 0101 0101 0202
8     0103 0404 0103 0103 0203 0101 0103 0103 0101 0102
8     0103 0506 0303 0101 0103 0101 0303 0101 0102 0202
8     0203 0303 0303 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
8     0102 0205 0103 0102 0102 0105 0303 0101 0101 0101
8     0103 0404 0303 0102 0105 0101 0103 0101 0102 0202
8     0102 0303 0103 0102 0205 0101 0106 0101 0101 0102
8     0203 0204 0303 0102 0305 0507 0102 0101 0102 0202
8     0103 0205 0303 0112 0205 0101 0101 0101 0202 0102
8     0104 0406 0303 0202 0303 0103 0203 0101 0101 0102
8     0103 0203 0306 0205 0505 0101 0101 0101 0202 0202
8     0103 0204 0304 0102 0303 0102 0103 0101 0101 0202
8     0101 0305 0103 0510 0105 0101 0103 0101 0101 0202
8     0103 0303 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0101 0102
8     0204 0304 0101 0202 0105 0101 0303 0101 0103 0102
8     0101 0405 0103 0105 0203 0104 0303 0101 0202 0101
8     0203 0303 0303 0303 0103 0101 0111 0407 0102 0202
8     0203 0303 0304 0101 0101 0104 0103 0101 0101 0101
8     0103 0303 0304 0102 0103 0107 0103 0101 0101 0102
8     0103 0203 0103 0101 0305 0101 0101 0101 0102 0102
8     0102 0304 0202 0101 0306 0101 0103 0101 0101 0202
8     0103 0404 0103 0202 0303 0107 0101 0101 0203 0102
8     0303 0103 0103 0103 0101 0102 0202 0101 0101 0202
8     0303 0102 0303 0103 0101 0101 0202 0101 0101 0202
8     0103 0203 0303 0102 0202 0101 0306 0101 0101 0101
8     0103 0204 0305 0101 0205 0107 0103 0101 0101 0101
8     0203 0304 0303 0105 0105 0103 0103 0101 0102 0102
9     0103 0103 0303 0102 0203 0101 0101 0101 0103 0101
9     0101 0304 0203 0101 0106 0101 0103 0101 0103 0102
9     0101 0506 0303 0205 0102 0103 0310 0101 0103 0102
9     0101 0306 0202 0311 0101 0107 0101 0101 0103 0202
9     0102 0203 0303 0105 0203 0101 0103 0101 0101 0101
9     0303 0203 0308 0305 0101 0407 0103 0101 0103 0102
9     0203 0204 0103 0103 0105 0101 0102 0105 0101 0202
9     0304 0304 0303 0101 0106 0102 0103 0101 0101 0202
9     0103 0102 0303 0202 0102 0101 0101 0106 0103 0202
9     0101 0203 0303 0202 0103 0101 0103 0101 0102 0102
9     0101 0304 0303 0203 0102 0107 0310 0101 0101 0102
9     0204 0305 0409 0101 0205 0101 0103 0101 0101 0202
9     0103 0204 0203 0105 0102 0101 0101 0103 0202 0102
9     0103 0304 0203 0101 0106 0101 0101 0103 0103 0202
9     0102 0203 0103 0103 0203 0101 0101 0101 0101 0202
9     0103 0203 0306 0102 0303 0101 0303 0101 0101 0102
9     0103 0306 0306 0101 0205 0101 0103 0101 0103 0102
9     0203 0203 0103 0101 0101 0103 0101 0103 0102 0102
9     0104 0203 0203 0101 0103 0107 0102 0102 0101 0102
9     0211 0204 0103 0102 0106 0103 0101 0101 0102 0102
9     0103 0303 0303 0303 0505 0101 0101 0101 0103 0102
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9     0102 0204 0103 0103 0103 0107 0104 0102 0102 0102
9     0103 0404 0303 0101 0508 0105 0101 0101 0103 0102
9     0102 0406 0101 0102 0305 0103 0211 0101 0103 0101
9     0104 0404 0309 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0102
9     0103 0304 0105 0101 0105 0101 0102 0101 0103 0102
9     0203 0404 0103 0105 0101 0306 0102 0101 0102 0102
9     0102 0204 0104 0305 0105 0107 0303 0102 0203 0102
9     0101 0203 0103 0101 0101 0303 0203 0101 0203 0102
9     0104 0404 0303 0101 0103 0103 0103 0101 0101 0202
9     0103 0303 0404 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0102
9     0102 0204 0203 0105 0101 0103 0101 0106 0102 0102
9     0203 0103 0303 0205 0203 0101 0101 0101 0104 0202
9     0103 0204 0303 0102 0106 0101 0103 0101 0102 0102
9     0311 0204 0303 0102 0106 0107 0103 0101 0102 0102
9     0311 0404 0304 0103 0103 0107 0103 0101 0102 0202
9     0103 0304 0304 0101 0206 0103 0103 0101 0101 0101
9     0203 0204 0102 0105 0102 0101 0101 0101 0203 0102
9     0102 0304 0303 0112 0303 0101 0101 0101 0102 0101
9     0303 0205 0304 0202 0102 0303 0101 0101 0203 0202
9     0102 0305 0102 0205 0101 0103 0101 0101 0101 0101
9     0202 0206 0304 0105 0305 0101 0103 0106 0103 0202
9     0101 0204 0303 0205 0305 0104 0101 0101 0104 0202
9     0103 0103 0304 0102 0203 0101 0101 0202 0104 0202
9     0102 0405 0404 0101 0205 0205 0101 0101 0103 0202
9     0202 0206 0303 0105 0305 0101 0104 0101 0101 0102
9     0303 0304 0310 0101 0101 0107 0101 0101 0102 0202
9     0000 0305 0303 0102 0505 0101 0106 0101 0101 0102
10    0203 0306 0303 0109 0203 0103 0102 0101 0102 0202
10    0102 0305 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0101 0202
10    0204 0404 0104 0205 0104 0101 0302 0105 0101 0202
10    0303 0409 0305 0103 0203 0107 0101 0101 0102 0102
10    0103 0611 0101 0105 0305 0107 0103 0108 0103 0202
10    0102 0506 0303 0205 0203 0104 0110 0101 0103 0102
10    0102 0204 0105 0105 0105 0101 0303 0101 0103 0102
10    0101 0103 0303 0202 0103 0104 0102 0101 0101 0101
10    0103 0304 0103 0305 0205 0107 0103 0101 0102 0102
10    0101 0204 0103 0102 0103 0102 0105 0101 0106 0102
10    0204 0404 0103 0303 0104 0101 0103 0101 0101 0102
10    0303 0203 0304 0305 0101 0101 0203 0101 0203 0102
10    0203 0305 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0101
10    0102 0405 0105 0203 0506 0107 0101 0101 0101 0102
10    0103 0303 0404 0105 0101 0103 0203 0101 0101 0102
10    0303 0203 0103 0111 0105 0101 0103 0101 0102 0202
10    0203 0204 0103 0103 0101 0106 0102 0101 0101 0102
10    0103 0209 0101 0102 0103 0101 0306 0101 0102 0101
10    0103 0303 0306 0311 0103 0102 0303 0000 0101 0202
10    0102 0205 0303 0105 0104 0101 0203 0101 0101 0102
10    0103 0304 0306 0101 0101 0107 0104 0101 0103 0202
10    0102 0203 0205 0101 0102 0105 0112 0101 0101 0102
10    0102 0609 0103 0102 0105 0101 0101 0101 0102 0102
10    0102 0204 0103 0105 0206 0101 0303 0101 0101 0202
10    0203 0209 0107 0103 0305 0101 0203 0101 0103 0102
10    0102 0203 0104 0101 0306 0104 0103 0106 0102 0102
10    0303 0303 0303 0105 0102 0101 0203 0101 0102 0202
10    0102 0304 0103 0102 0105 0101 0103 0101 0103 0202
10    0203 0303 0103 0202 0203 0104 0102 0101 0101 0102
10    0203 0404 0203 0101 0305 0101 0101 0101 0102 0102
10    0303 0304 0303 0305 0101 0102 0317 0101 0303 0101
10    0104 0205 0103 0505 0103 0103 0306 0101 0101 0102
10    0103 0204 0304 0105 0103 0203 0101 0103 0203 0102
10    0203 0203 0303 0105 0101 0101 0306 0101 0208 0202
10    0304 0304 0203 0111 0101 0101 0103 0101 0101 0202
10    0103 0305 0303 0105 0101 0101 0101 0101 0101 0101
10    0103 0304 0305 0101 0103 0103 0203 0101 0101 0202
10    0203 0406 0103 0205 0101 0101 0102 0101 0101 0202
10    0102 0202 0103 0203 0206 0103 0103 0101 0101 0101
10    0203 0304 0103 0101 0101 0101 0103 0106 0101 0101
10    0304 0304 0103 0203 0203 0101 0101 0101 0103 0102
10    0101 0304 0101 0105 0103 0107 0303 0101 0101 0202
10    0102 0203 0303 0105 0205 0101 0305 0101 0102 0202
10    0103 0304 0102 0202 0102 0101 0103 0101 0103 0102
10    0102 0204 0307 0101 0205 0101 0103 0101 0101 0102
10    0000 0303 0304 0103 0000 0101 0101 0101 0202 0102
10    0104 0304 0405 0103 0105 0000 0102 0101 0102 0103
10    0103 0303 0203 0101 0306 0104 0102 0101 0101 0102
10    0204 0203 0203 0105 0105 0101 0101 0101 0102 0202
10    0202 0209 0204 0102 0103 0101 0203 0101 0101 0102
11    0304 0304 0303 0202 0103 0101 0103 0101 0102 0202
11    0102 0305 0104 0203 0105 0103 0101 0101 0101 0202
11    0104 0203 0102 0103 0101 0102 0101 0101 0101 0102
11    0102 0209 0203 0303 0106 0107 0103 0101 0101 0102
11    0101 0303 0303 0102 0103 0104 0103 0101 0101 0202
11    0103 0309 0103 0205 0205 0101 0103 0101 0102 0102
11    0102 0203 0203 0102 0105 0101 0101 0101 0102 0102
11    0304 0204 0303 0103 0101 0101 0103 0101 0103 0102
11    0303 0303 0303 0102 0101 0101 0103 0000 0101 0102
11    0103 0305 0103 0103 0105 0102 0101 0000 0103 0102
11    0103 0404 0304 0102 0101 0102 0610 0101 0101 0102
11    0101 0204 0101 0205 0103 0104 0303 0101 0101 0102
11    0103 0304 0304 0105 0105 0103 0107 0102 0101 0101
11    0203 0306 0103 0101 0105 0101 0103 0101 0101 0102
11    0202 0406 0303 0102 0101 0307 0101 0101 0101 0102
11    0102 0303 0303 0102 0304 0101 0115 0101 0101 0202
11    0103 0405 0303 0101 0305 0101 0101 0101 0103 0202
11    0103 0305 0103 0202 0103 0104 0203 0101 0202 0102
11    0204 0304 0303 0113 0102 0101 0103 0101 0102 0202
11    0103 0203 0204 0202 0102 0108 0303 0101 0101 0102
11    0103 0202 0303 0202 0103 0103 0102 0107 0102 0202
11    0303 0404 0104 0101 0305 0107 0104 0101 0103 0202
11    0101 0103 0303 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0101
11    0103 0303 0203 0101 0202 0101 0114 0101 0102 0102
11    0303 0205 0303 0305 0105 0101 0103 0101 0102 0101
11    0103 0204 0202 0103 0101 0101 0103 0101 0103 0102
11    0303 0203 0305 0102 0101 0106 0101 0101 0303 0202
11    0203 0203 0303 0102 0101 0101 0101 0101 0101 0102
11    0103 0203 0305 0203 0101 0106 0111 0101 0303 0101
11    0303 0404 0103 0202 0305 0105 0116 0101 0101 0102
11    0101 0303 0103 0108 0102 0101 0203 0101 0101 0102
11    0103 0303 0304 0303 0101 0107 0102 0101 0101 0202
11    0102 0304 0303 0203 0205 0101 0203 0101 0103 0102
11    0308 0404 0304 0103 0203 0107 0102 0101 0102 0202
11    0203 0204 0103 0202 0102 0307 0203 0101 0101 0102
11    0102 0203 0303 0303 0102 0101 0103 0101 0102 0102
11    0103 0202 0303 0101 0101 0105 0101 0101 0202 0102
11    0303 0203 0103 0203 0103 0407 0102 0101 0102 0202
11    0203 0404 0103 0102 0303 0107 0101 0101 0101 0102
11    0203 0204 0304 0101 0106 0207 0606 0101 0102 0202
11    0102 0303 0203 0105 0101 0107 0102 0101 0103 0102
11    0102 0304 0305 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0202
11    0103 0304 0406 0102 0105 0103 0207 0101 0101 0101
11    0203 0310 0304 0102 0103 0507 0303 0101 0101 0202
11    0103 0304 0104 0112 0206 0107 0203 0102 0103 0102
11    0104 0404 0105 0101 0102 0101 0101 0101 0102 0202
11    0102 0203 0303 0102 0103 0101 0103 0101 0103 0202
11    0103 0404 0306 0305 0205 0101 0112 0101 0103 0202
11    0103 0304 0203 0311 0305 0101 0101 0101 0102 0102
11    0203 0405 0303 0205 0101 0101 0103 0101 0101 0202
12    0103 0303 0303 0305 0306 0104 0103 0101 0103 0101
12    0203 0305 0103 0203 0101 0101 0210 0101 0102 0102
12    0102 0203 0304 0101 0203 0705 0203 0101 0102 0102
12    0102 0304 0303 0203 0103 0101 0103 0101 0102 0202
12    0101 0204 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0101 0101
12    0202 0202 0303 0105 0101 0107 0203 0101 0203 0102
12    0103 0205 0304 0203 0102 0101 0303 0101 0102 0101
12    0101 0404 0305 0102 0103 0101 0303 0101 0202 0102
12    0103 0303 0304 0203 0106 0101 0103 0101 0104 0202
12    0303 0305 0103 0103 0101 0101 0203 0101 0102 0202
12    0101 0202 0103 0101 0103 0103 0106 0101 0101 0102
12    0103 0202 0101 0203 0203 0104 0103 0102 0101 0202
12    0104 0305 0304 0102 0202 0307 0203 0101 0101 0102
12    0102 0409 0304 0101 0203 0102 0101 0101 0102 0102
12    0303 0303 0304 0105 0205 0101 0103 0101 0101 0102
12    0303 0305 0103 0102 0106 0101 0203 0101 0203 0202
12    0101 0203 0304 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0102
12    0203 0404 0103 0202 0203 0101 0213 0101 0102 0102
12    0303 0508 0303 0205 0306 0101 0101 0101 0101 0102
12    0202 0203 0304 0303 0103 0101 0202 0101 0101 0202
12    0102 0304 0103 0205 0102 0101 0303 0101 0102 0102
12    0103 0304 0303 0205 0103 0103 0101 0101 0203 0202
12    0101 0204 0305 0102 0101 0101 0303 0101 0101 0102
12    0103 0209 0304 0102 0205 0104 0103 0101 0102 0102
12    0404 0305 0101 0205 0102 0101 0103 0101 0202 0102
12    0304 0303 0101 0101 0103 0101 0101 0101 0101 0102
12    0304 0304 0103 0202 0103 0101 0101 0101 0202 0102
12    0103 0306 0101 0205 0105 0104 0306 0107 0102 0102
12    0203 0305 0303 0103 0102 0101 0203 0101 0102 0101
12    0103 0405 0102 0102 0105 0103 0103 0101 0102 0202
12    0101 0404 0304 0103 0103 0101 0303 0101 0101 0101
12    0202 0203 0303 0102 0307 0101 0101 0101 0102 0202
12    0303 0305 0304 0102 0103 0103 0102 0101 0101 0202
12    0203 0404 0104 0105 0103 0106 0101 0101 0102 0102
12    0303 0304 0104 0101 0305 0101 0303 0101 0205 0202
12    0303 0405 0303 0101 0305 0101 0102 0101 0103 0101
12    0303 0303 0304 0103 0102 0103 0303 0101 0202 0102
12    0101 0204 0304 0203 0102 0101 0101 0101 0103 0102
12    0205 0203 0101 0512 0101 0101 0307 0101 0102 0102
12    0103 0407 0102 0103 0205 0101 0101 0101 0102 0202
12    0203 0204 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0102 0202
12    0103 0206 0101 0102 0103 0101 0303 0101 0101 0102
12    0203 0206 0306 0103 0103 0103 0102 0101 0103 0202
12    0102 0204 0304 0203 0103 0101 0102 0101 0202 0202
12    0203 0404 0303 0101 0102 0101 0103 0101 0303 0101
12    0102 0105 0101 0101 0101 0104 0102 0101 0101 0101
12    0103 0203 0103 0102 0205 0507 0108 0101 0101 0102
12    0203 0305 0103 0101 0101 0101 0103 0106 0101 0202
12    0101 0304 0304 0103 0205 0101 0103 0101 0101 0202
12    0303 0203 0103 0102 0105 0101 0103 0707 0101 0102
13    0104 0303 0309 0303 0101 0101 0103 0000 0103 0202
13    0303 0303 0103 0101 0506 0101 0306 0108 0202 0202
13    0104 0104 0103 0102 0102 0101 0101 0101 0103 0101
13    0101 0204 0303 0102 0102 0101 0103 0101 0101 0102
13    0304 0408 0303 0101 0303 0101 0103 0102 0102 0102
13    0101 0305 0303 0102 0102 0101 0203 0101 0101 0102
13    0304 0203 0103 0103 0305 0103 0203 0101 0102 0101
13    0304 0304 0103 0206 0205 0107 0306 0101 0101 0102
13    0404 0404 0102 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0202
13    0204 0202 0101 0102 0305 0707 0103 0101 0102 0102
13    0104 0406 0203 0105 0101 0405 0206 0101 0101 0202
13    0103 0409 0304 0112 0101 0102 0203 0101 0101 0102
13    0103 0305 0303 0202 0103 0107 0103 0101 0102 0202
13    0101 0305 0102 0102 0101 0104 0102 0101 0101 0202
13    0103 0202 0303 0101 0101 0105 0101 0101 0103 0102
13    0101 0203 0303 0205 0203 0107 0101 0101 0101 0202
13    0202 0203 0101 0101 0103 0103 0102 0101 0102 0202
13    0303 0104 0103 0102 0305 0105 0303 0101 0101 0202
13    0103 0404 0103 0102 0105 0107 0203 0101 0102 0202
13    0203 0304 0103 0105 0103 0104 0203 0102 0203 0102
13    0103 0203 0304 0203 0102 0101 0303 0102 0102 0101
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13    0103 0304 0305 0103 0102 0103 0303 0101 0101 0202
13    0103 0305 0303 0203 0505 0101 0103 0101 0101 0102
14    0103 0304 0000 0102 0102 0103 0101 0000 0000 0202
14    0203 0202 0103 0106 0101 0101 0103 0000 0103 0202
14    0103 0204 0103 0111 0102 0103 0507 0101 0101 0101
14    0103 0303 0304 0203 0202 0107 0106 0105 0101 0202
14    0102 0305 0103 0303 0102 0101 0107 0101 0101 0102
14    0203 0304 0304 0505 0103 0107 0103 0101 0101 0202
14    0304 0202 0103 0103 0101 0101 0106 0101 0303 0102
14    0203 0203 0303 0102 0203 0101 0101 0000 0102 0202
14    0202 0204 0103 0205 0105 0101 0203 0101 0102 0101
14    0102 0304 0103 0507 0108 0102 0103 0000 0101 0202
14    0303 0204 0101 0205 0105 0101 0101 0101 0102 0202
14    0204 0303 0303 0103 0101 0101 0103 0101 0101 0102
14    0102 0202 0103 0105 0103 0101 0103 0101 0102 0102
14    0101 0304 0103 0102 0103 0204 0101 0101 0103 0102
14    0303 0304 0103 0111 0102 0103 0307 0101 0101 0102
14    0202 0202 0306 0105 0108 0103 0103 0101 0103 0102
14    0202 0405 0101 0102 0102 0204 0103 0101 0102 0202
14    0103 0202 0303 0202 0102 0207 0317 0101 0103 0102
14    0102 0404 0303 0102 0202 0107 0103 0101 0101 0102
14    0103 0404 0303 0102 0105 0101 0101 0101 0101 0102
14    0102 0304 0102 0103 0104 0101 0102 0101 0102 0102
15    0102 0404 0304 0102 0203 0107 0101 0101 0102 0102
15    0303 0303 0203 0202 0101 0102 0101 0101 0102 0102
15    0303 0505 0104 0203 0103 0104 0206 0101 0103 0102
15    0203 0203 0303 0101 0101 0107 0101 0101 0103 0101
15    0202 0405 0103 0202 0203 0101 0103 0101 0102 0202
15    0102 0303 0303 0203 0105 0107 0103 0101 0103 0101
15    0103 0304 0104 0101 0103 0107 0101 0101 0203 0202
15    0103 0305 0303 0101 0203 0103 0101 0101 0102 0202
15    0101 0205 0101 0102 0102 0101 0104 0101 0103 0102
15    0103 0303 0303 0102 0103 0101 0311 0101 0102 0101
15    0103 0206 0304 0103 0303 0102 0102 0101 0101 0202
15    0103 0409 0104 0105 0101 0101 0101 0101 0103 0102
15    0102 0306 0103 0101 0103 0107 0104 0101 0303 0102
15    0209 0304 0105 0105 0103 0101 0206 0101 0102 0102
15    0103 0305 0104 0203 0101 0107 0103 0101 0103 0202
15    0102 0305 0303 0102 0103 0104 0303 0101 0101 0202
15    0101 0205 0304 0101 0102 0107 0310 0101 0101 0101
15    0303 0409 0103 0103 0205 0104 0106 0101 0209 0102
15    0102 0304 0103 0105 0105 0104 0202 0105 0102 0000
15    0103 0405 0303 0101 0105 0101 0102 0101 0101 0202
15    0101 0407 0000 0203 0101 0107 0103 0105 0000 0000
15    0101 0203 0303 0202 0105 0101 0303 0101 0203 0102
15    0202 0203 0101 0103 0103 0101 0106 0101 0101 0202
15    0101 0309 0303 0102 0305 0101 0106 0101 0101 0202
15    0203 0303 0304 0108 0105 0107 0303 0101 0102 0202
16    0101 0304 0104 0102 0101 0107 0102 0101 0101 0202
16    0303 0304 0104 0102 0103 0101 0103 0101 0103 0102
16    0104 0305 0203 0305 0101 0101 0303 0101 0202 0102
16    0303 0205 0303 0102 0103 0101 0103 0101 0108 0202
16    0103 0505 0304 0102 0103 0107 0203 0101 0101 0202
16    0304 0303 0303 0105 0206 0103 0102 0101 0203 0101
16    0103 0305 0303 0101 0103 0101 0101 0103 0102 0102
16    0103 0304 0304 0102 0305 0107 0101 0101 0102 0102
16    0101 0203 0104 0102 0101 0101 0101 0101 0103 0102
16    0204 0404 0304 0103 0203 0107 0102 0101 0203 0202
16    0102 0409 0103 0102 0104 0101 0101 0101 0102 0102
16    0103 0305 0104 0101 0305 0101 0102 0101 0102 0102
16    0203 0304 0204 0103 0305 0107 0202 0101 0102 0101
16    0303 0304 0307 0101 0101 0101 0303 0101 0103 0101
16    0103 0304 0304 0101 0101 0101 0303 0101 0101 0202
16    0103 0406 0303 0101 0101 0102 0103 0102 0101 0202
16    0101 0204 0304 0102 0105 0101 0103 0101 0101 0101
16    0103 0203 0103 0102 0205 0105 0103 0101 0101 0101
16    0203 0303 0106 0101 0103 0103 0103 0101 0203 0102
16    0303 0203 0306 0105 0102 0105 0103 0101 0101 0102
16    0103 0405 0304 0102 0103 0105 0203 0101 0101 0202
16    0103 0405 0303 0102 0103 0107 0303 0101 0203 0202
16    0102 0404 0304 0102 0103 0101 0203 0101 0101 0202
16    0303 0303 0303 0102 0103 0103 0303 0101 0203 0102
16    0111 0309 0203 0101 0102 0101 0101 0101 0103 0101
16    0303 0404 0104 0102 0101 0101 0102 0101 0103 0102
16    0104 0203 0203 0202 0305 0104 0103 0101 0101 0102
16    0102 0404 0103 0105 0102 0101 0303 0102 0102 0202
16    0101 0305 0304 0103 0101 0101 0103 0101 0101 0202
16    0202 0305 0103 0202 0102 0106 0103 0101 0102 0202
16    0203 0305 0103 0102 0103 0103 0102 0101 0102 0000
16    0101 0303 0101 0103 0101 0101 0103 0101 0101 0102
16    0102 0203 0203 0105 0102 0107 0303 0106 0102 0102
16    0103 0406 0303 0101 0101 0107 0308 0101 0202 0202
16    0101 0102 0303 0105 0303 0101 0105 0101 0101 0102
16    0103 0405 0101 0102 0506 0101 0103 0101 0102 0102
16    0104 0303 0203 0202 0205 0101 0203 0101 0102 0102
16    0101 0202 0303 0102 0101 0101 0103 0101 0102 0202
16    0101 0304 0104 0102 0103 0104 0303 0101 0101 0202
16    0103 0303 0103 0101 0101 0101 0103 0101 0101 0102
16    0102 0203 0103 0102 0101 0107 0103 0106 0101 0101
16    0203 0305 0103 0102 0106 0103 0106 0101 0102 0202
16    0103 0303 0104 0101 0101 0101 0101 0101 0101 0102
17    0303 0203 0203 0203 0103 0104 0103 0101 0205 0102
17    0303 0203 0103 0103 0202 0101 0107 0101 0102 0202
17    0102 0505 0104 0101 0106 0102 0102 0101 0102 0202
17    0101 0204 0303 0102 0105 0107 0104 0101 0102 0102
17    0203 0102 0306 0105 0101 0104 0303 0101 0103 0102
17    0102 0404 0304 0101 0102 0101 0204 0101 0103 0202
17    0203 0204 0309 0103 0101 0101 0207 0101 0102 0102
17    0102 0204 0103 0102 0101 0101 0101 0101 0101 0102
17    0203 0303 0102 0203 0202 0101 0101 0101 0102 0202
18    0203 0506 0113 0202 0103 0107 0102 0101 0203 0202
18    0102 0203 0101 0101 0203 0105 0303 0101 0103 0102
18    0102 0203 0103 0101 0305 0107 0103 0101 0101 0101
18    0103 0404 0404 0102 0105 0101 0101 0101 0202 0102
18    0304 0304 0104 0303 0303 0101 0101 0101 0103 0102
18    0103 0202 0101 0102 0305 0104 0103 0101 0103 0102
18    0203 0209 0205 0102 0101 0107 0206 0101 0102 0202
18    0202 0404 0103 0312 0103 0102 0101 0101 0101 0102
18    0103 0505 0105 0303 0305 0107 0102 0101 0102 0102
18    0303 0205 0101 0102 0106 0101 0103 0101 0103 0101
18    0103 0205 0102 0103 0102 0101 0101 0101 0102 0102
18    0103 0205 0104 0203 0203 0104 0101 0101 0102 0202
18    0103 0203 0103 1010 0102 0104 0101 0000 0102 0202
18    0202 0405 0101 1010 0103 0102 0101 0101 0101 0202
18    0203 0304 0101 0312 0303 0104 0101 0101 0103 0102
18    0103 0306 0303 0102 0205 0107 0103 0101 0102 0000
18    0102 0505 0103 0101 0102 0407 0101 0101 0202 0101
18    0103 0104 0103 0202 0105 0105 0303 0101 0102 0102
18    0203 0405 0113 0202 0101 0706 0103 0101 0202 0102
18    0103 0303 0104 0103 0103 0405 0103 0106 0101 0102
18    0304 0205 0103 0102 0103 0407 0102 0101 0203 0202
18    0102 0405 0105 0103 0105 0706 0106 0101 0102 0101
18    0103 0304 0404 0103 0202 0101 0101 0101 0101 0102
18    0101 0303 0103 0103 0101 0104 0308 0101 0101 0101
18    0101 0202 0101 0202 0203 0404 0101 0101 0102 0102
18    0303 0205 0101 0102 0103 0101 0101 0101 0203 0102
18    0103 0506 0101 0101 0101 0105 0103 0101 0102 0202
18    0101 0405 0103 0203 0101 0104 0103 0101 0203 0102
18    0104 0305 0101 0203 0202 0407 0101 0101 0102 0101
18    0103 0405 0109 0102 0305 0207 0101 0104 0202 0102
19    0203 0205 0102 0101 0105 0102 0103 0101 0101 0101
19    0103 0303 0104 0103 0101 0101 0311 0101 0102 0101
19    0303 0203 0103 0101 0405 0304 0101 0101 0103 0101
19    0202 0304 0106 0205 0105 0107 0103 0104 0102 0102
19    0303 0202 0101 0103 0103 0707 0103 0101 0101 0102
19    0203 0304 0101 0105 0105 0104 0102 0101 0101 0102
19    0103 0406 0102 0211 0103 0707 0303 0101 0101 0202
19    0103 0205 0204 0102 0105 0107 0103 0101 0102 0102
19    0102 0205 0103 0105 0105 0107 0103 0101 0202 0202
19    0203 0202 0102 0102 0105 0102 0103 0101 0101 0101
19    0202 0205 0106 0103 0103 0107 0106 0000 0101 0101
19    0104 0505 0309 0105 0303 0101 0206 0101 0101 0102
19    0103 0414 0102 0102 0102 0104 0203 0101 0103 0102
19    0203 0303 0101 0103 0202 0104 0203 0101 0101 0102
19    0303 0203 0104 0205 0105 0104 0306 0101 0102 0202
19    0203 0303 0101 0105 0203 0103 0101 0105 0101 0102
19    0203 0303 0101 0103 0202 0104 0103 0101 0101 0101
19    0303 0406 0103 0105 0103 0101 0205 0101 0102 0101
19    0303 0206 0103 0101 0101 0103 0312 0101 0103 0102
19    0303 0405 0103 0305 0305 0404 0102 0101 0102 0102
19    0303 0203 0404 0102 0205 0104 0101 0101 0101 0102
19    0103 0305 0103 0103 0304 0304 0103 0101 0103 0101
19    0204 0303 0101 0102 0105 0101 0101 0101 0102 0202
19    0103 0406 0103 0510 0105 0103 0312 0101 0202 0000
20    0103 0505 0303 0101 0102 0105 0110 0101 0203 0101
20    0203 0303 0101 0202 0101 0104 0106 0101 0102 0202
20    0303 0203 0103 0105 0405 0305 0101 0101 0101 0102
20    0203 0304 0105 0103 0101 0101 0101 0101 0303 0102
20    0103 0406 0303 0202 0101 0104 0101 0101 0102 0102
20    0203 0303 0101 0305 0105 0101 0102 0101 0101 0102
20    0103 0405 0308 0202 0203 0104 0101 0101 0203 0102
20    0103 0303 0306 0102 0102 0101 0101 0101 0203 0102
20    0203 0305 0303 0205 0101 0101 0101 0106 0103 0102
20    0103 0303 0105 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0102
20    0102 0305 0305 0101 0105 0101 0103 0101 0202 0101
20    0103 0204 0305 0202 0303 0101 0103 0107 0303 0101
20    0203 0205 0103 0211 0203 0101 0103 0101 0102 0202
20    0103 0405 0103 0103 0102 0105 0306 0101 0000 0102
20    0311 0306 0101 0103 0102 0505 0103 0106 0102 0101
20    0111 0205 0101 0102 0101 0306 0101 0102 0202 0102
20    0202 0103 0101 0102 0305 0104 0115 0101 0101 0101
20    0203 0505 0303 0102 0105 0000 0101 0101 0101 0102
21    0303 0000 0303 0103 0000 0104 0303 0000 0102 0102
21    0303 0404 0102 0102 0102 0107 0103 0101 0000 0101
21    0103 0000 0101 0102 0000 0101 0101 0101 0202 0101
21    0203 0000 0301 0000 0000 0101 0101 0101 0102 0102
21    0101 0404 0303 0000 0202 0107 0103 0101 0000 0202
21    0202 0204 0301 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0202
21    0202 0203 0301 0000 0105 0105 0103 0101 0101 0202
21    0203 0209 0303 0101 0202 0707 0103 0101 0101 0102
21    0102 0304 0606 0101 0103 0107 0101 0101 0102 0101
21    0202 0000 0302 0101 0000 0101 0103 0101 0101 0000
21    0103 0204 0101 0205 0000 0707 0101 0101 0102 0101
21    0202 0203 0301 0202 0103 0707 0101 0101 0101 0102
21    0102 0203 0303 0105 0000 0707 0101 0101 0102 0102
21    0203 0202 0301 0101 0103 0103 0101 0101 0101 0101
21    0102 0305 0301 0101 0102 0107 0103 0101 0102 0102
21    0101 0404 0301 0105 0102 0104 0303 0101 0202 0101
21    1111 0000 0301 0101 0000 0101 0103 0101 0101 0202
21    0203 0202 0303 0101 0105 0101 0103 0101 0101 0202
21    0203 0203 0303 0101 0000 0101 0303 0101 0101 0202
21    0103 0304 0303 0102 0000 0104 0303 0101 0102 0202
21    0203 0205 0303 0101 0203 0101 0103 0101 0202 0101
21    0103 0202 0301 0101 0203 0106 0103 0101 0102 0102
21    0303 0404 0303 0103 0103 0104 0105 0101 0102 0101
21    0103 0204 0303 0202 0102 0305 0101 0101 0101 0202
21    0103 0303 0101 0101 0203 0107 0101 0101 0202 0102
21    0303 0205 0101 0103 0205 0107 0103 0101 0102 0101
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21    0101 0303 0313 0103 0303 0107 0105 0101 0101 0102
21    0203 0209 0302 0101 0303 0101 0101 0101 0101 0102
21    0000 0204 0301 0303 0103 0107 0105 0101 0102 0102
21    0000 0204 0306 0101 0203 0104 0103 0101 0102 0101
22    0303 0204 0303 0000 0000 0101 0103 0000 0102 0102
22    0000 0204 0103 0101 0000 0101 0303 0101 0101 0101
22    0311 0304 0303 0103 0103 0101 0101 0101 0101 0102
22    0311 0203 0113 0101 0000 0106 0103 0101 0102 0202
22    0000 0203 0113 0101 0303 0101 0103 0101 0101 0202
22    0000 0203 0313 0305 0000 0707 0103 0101 0102 0102
22    0303 0405 0303 0103 0105 0103 0303 0101 0202 0101
22    0203 0000 0106 0101 0102 0707 0105 0101 0102 0000
22    0303 0203 0102 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0101
22    0111 0305 0101 0102 0202 0707 0103 0101 0102 0102
22    0202 0000 0101 0303 0101 0106 0103 0101 0102 0202
22    0211 0000 0103 0203 0102 0101 0103 0101 0202 0202
22    0111 0303 0103 0102 0303 0105 0303 0101 0202 0102
22    0111 0303 0101 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0101
22    0303 0405 0613 0101 0303 0107 0101 0101 0101 0102
22    0111 0305 0303 0102 0205 0107 0103 0101 0101 0102
22    0102 0000 0301 0102 0000 0101 0101 0000 0101 0102
22    0303 0204 0303 0101 0101 0106 0101 0101 0101 0102
22    0303 0305 0106 0102 0102 0101 0103 0101 0101 0202
22    0103 0000 0203 0101 0000 0101 0103 0000 0102 0101
22    0000 0209 0101 0101 0202 0101 0103 0000 0102 0102
22    0102 0205 0301 0101 0202 0107 0106 0000 0101 0101
22    0103 0202 0102 0101 0102 0104 0103 0101 0102 0202
22    0202 0203 0101 0101 0303 0101 0303 0101 0101 0101
22    0303 0205 0101 0102 0202 0103 0103 0101 0101 0101
22    0103 0000 0103 0101 0102 0103 0101 0101 0000 0102
22    0102 0000 0103 0101 0000 0101 0103 0000 0202 0101
22    0303 0405 0101 0101 0102 0304 0103 0101 0202 0101
22    0203 0203 0103 0203 0102 0101 0101 0101 0101 0101
22    0102 0000 0101 0102 0000 0101 0101 0000 0101 0101
23    0203 0204 0301 0101 0000 0107 0305 0000 0103 0102
23    0103 0205 0301 0101 0102 0107 0103 0101 0101 0101
23    0203 0203 0606 0101 0102 0101 0103 0101 0203 0102
23    0203 0203 0606 0203 0203 0304 0303 0101 0101 0102
23    0203 0404 0301 0101 0102 0104 0101 0101 0202 0102
23    0103 0209 0306 0101 0101 0707 0103 0101 0102 0102
23    0103 0304 0303 0203 0205 0101 0103 0101 0106 0102
23    0303 0509 0106 0101 0103 0106 0103 0101 0101 0102
23    0203 0405 0306 0101 0101 0407 0103 0101 0202 0101
23    0000 0205 0314 0101 0205 0101 0103 0101 0102 0101
23    0303 0309 0000 0000 0000 0101 0101 0101 0102 0102
23    0303 0305 0306 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0102
23    0303 0405 0306 0000 0101 0107 0101 0101 0101 0102
23    0203 0405 0306 0102 0103 0107 0101 0101 0102 0101
23    0203 0000 0307 0102 0202 0103 0103 0101 0102 0101
23    0303 0303 0000 0000 0202 0101 0103 0101 0102 0101
23    0203 0203 0306 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
23    0303 0205 0303 0102 0105 0106 0103 0101 0101 0102
23    0203 0204 0307 0203 0202 0000 0105 0101 0106 0102
23    0303 0304 0301 0303 0102 0107 0303 0101 0101 0202
23    0103 0404 0301 0203 0205 0101 0103 0101 0103 0102
23    0303 0409 0301 0102 0203 0000 0103 0101 0101 0102
23    0303 0202 0301 0101 0303 0107 0303 0101 0203 0101
23    0203 0202 0106 0105 0102 0107 0103 0101 0203 0101
23    0203 0405 0101 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
23    0000 0404 0303 0101 0305 0101 0103 0101 0101 0102
23    0103 0202 0303 0101 0202 0000 0101 0101 0203 0102
23    0103 0202 0303 0303 0203 0101 0103 0101 0203 0202
23    0303 0405 0306 0102 0103 0104 0105 0101 0102 0101
23    0303 0000 0000 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0101
24    0211 0000 0000 0103 0000 0103 0303 0000 0102 0101
24    0203 0000 0101 0105 0000 0101 0101 0000 0202 0202
24    0311 0000 0106 0102 0103 0101 0103 0000 0102 0101
24    0103 0000 0203 0101 0103 0101 0305 0000 0102 0102
24    0203 0000 0303 0101 0203 0104 0103 0000 0102 0102
24    0103 0000 0103 0105 0202 0307 0103 0000 0102 0000
24    0303 0304 0103 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0202
24    1111 0203 0101 0101 0202 0107 0101 0101 0102 0102
24    0103 0505 0102 0101 0102 0101 0303 0101 0101 0102
24    0303 0202 0106 0102 0101 0107 0303 0101 0101 0202
24    0111 0409 0203 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0101
24    1111 0205 0303 0303 0101 0101 0303 0101 0202 0102
24    0303 0304 0303 0101 0303 0107 0303 0101 0102 0102
24    0303 0204 0103 0101 0102 0101 0103 0101 0102 0101
24    0311 0304 0103 0101 0203 0107 0103 0101 0202 0202
24    0102 0409 0106 0202 0102 0101 0103 0101 0101 0102
24    0103 0203 0103 0000 0203 0101 0101 0101 0102 0102
24    0203 0403 0103 0303 0103 0105 0109 0101 0101 0202
24    0101 0204 0303 0101 0203 0101 0305 0101 0102 0102
24    0103 0304 0103 0101 0103 0105 0101 0101 0101 0101
24    0311 0309 0613 0101 0105 0104 0101 0101 0101 0102
24    0203 0204 0101 0103 0101 0405 0101 0101 0101 0101
24    0103 0204 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
24    0203 0305 0303 0101 0202 0105 0303 0101 0102 0102
24    0303 0205 0306 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0102
24    0203 0203 0103 0101 0103 0707 0101 0101 0102 0101
24    0202 0203 0103 0103 0205 0104 0105 0101 0202 0101
24    0203 0405 0303 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0101
24    0111 0409 0101 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0102
24    0311 0404 0103 0103 0101 0101 0303 0101 0000 0102
25    0203 0205 0101 0105 0202 0104 0101 0101 0101 0102
25    0203 0403 0000 0000 0103 0101 0101 0101 0102 0102
25    0101 0405 0303 0102 0203 0103 0103 0101 0102 0102
25    0103 0209 0303 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0101
25    0203 0205 0101 0101 0303 0105 0311 0101 0102 0102
25    0103 0202 0102 0101 0101 0101 0103 0101 0101 0101
25    0202 0404 0303 0101 0203 0101 0101 0101 0103 0102
25    0103 0205 0303 0101 0102 0105 0101 0101 0101 0102
25    0203 0204 0101 0101 0203 0101 0101 0101 0101 0102
25    0102 0204 0306 0205 0103 0101 0103 0101 0101 0102
25    0203 0204 0103 0000 0103 0101 0103 0101 0000 0102
25    0102 0505 0203 0000 0101 0104 0103 0101 0102 0102
25    0203 0204 0102 0205 0103 0104 0103 0101 0000 0202
25    0103 0202 0305 0101 0202 0105 0303 0107 0000 0101
25    0203 0203 0103 0000 0000 0101 0103 0101 0000 0101
25    0103 0309 0101 0000 0103 0106 0101 0101 0000 0101
25    0103 0204 0105 0101 0202 0101 0103 0101 0000 0101
25    0101 0202 0203 0101 0202 0000 0101 0101 0000 0102
25    0102 0204 0101 0203 0202 0104 0103 0101 0101 0000
25    0203 0405 0102 0101 0101 0104 0103 0101 0102 0102
25    0203 0405 0303 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0102
25    0203 0309 0101 0101 0103 0305 0103 0101 0101 0101
25    0303 0202 0101 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0101
25    0103 0405 0306 0101 0101 0101 0303 0101 0000 0101
25    0103 0000 0000 0000 0000 0101 0101 0000 0000 0000
25    0103 0204 0303 0000 0000 0103 0101 0101 0000 0102
25    0102 0404 0102 0101 0303 0101 0103 0101 0102 0000
25    0103 0204 0106 0105 0202 0101 0103 0101 0101 0101
25    0203 0509 0103 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0102
25    0202 0305 0103 0103 0101 0101 0103 0101 0102 0101
26    0000 0202 0101 0203 0102 0106 0101 0101 0102 0102
26    0103 0309 0103 0103 0103 0101 0101 0101 0102 0101
26    0303 0205 0101 0101 0205 0101 0103 0101 0101 0102
26    0101 0203 0113 0102 0205 0104 0103 0101 0101 0102
26    0303 0204 0103 0103 0202 0101 0103 0101 0202 0102
26    0308 0305 0303 0102 0203 0101 0101 0101 0101 0202
26    0203 0204 0203 0101 0103 0407 0101 0101 0202 0101
26    0202 0405 0101 0102 0505 0101 0101 0101 0101 0101
26    0303 0205 0103 0101 0103 0407 0303 0101 0102 0101
26    0102 0204 0000 0103 0101 0101 0101 0101 0102 0102
26    0208 0202 0101 0303 0101 0101 0101 0101 0202 0102
26    0203 0204 0101 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0101
26    0102 0404 0103 0102 0305 0103 0103 0101 0101 0202
26    0203 0204 0103 0101 0102 0707 0306 0101 0000 0101
26    0308 0305 0103 0101 0303 0405 0101 0101 0102 0101
26    0303 0204 0303 0102 0203 0101 0303 0101 0102 0101
26    0303 0204 0306 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
26    0303 0205 0101 0102 0103 0101 0303 0101 0102 0202
26    0208 0204 0213 0101 0105 0607 0103 0101 0102 0102
26    0203 0202 0203 0101 0103 0107 0103 0101 0102 0102
26    0102 0204 0313 0102 0102 0101 0303 0101 0000 0101
26    0103 0405 0103 0102 0202 0101 0103 0101 0101 0102
26    0103 0205 0303 0101 0101 0101 0303 0101 0101 0101
26    0102 0205 0203 0101 0102 0101 0101 0101 0102 0102
26    0203 0305 0203 0102 0203 0101 0103 0101 0202 0102
26    0203 0305 0206 0102 0105 0105 0101 0101 0000 0202
26    0303 0405 0313 0101 0103 0101 0103 0101 0203 0101
26    0203 0203 0106 0103 0103 0101 0101 0101 0101 0101
26    0308 0203 0106 0102 0202 0101 0101 0101 0101 0102
26    0102 0204 0203 0101 0102 0107 0101 0101 0102 0101
27    0101 0000 0303 0102 0303 0101 0103 0101 0102 0101
27    0102 0000 0306 0103 0102 0101 0103 0101 0102 0101
27    0303 0000 0101 0102 0103 0107 0303 0101 0101 0101
27    0102 0000 0406 0102 0203 0103 0101 0101 0102 0101
27    0308 0000 0106 0103 0102 0104 0103 0101 0202 0102
27    0203 0000 0103 0205 0103 0101 0103 0101 0202 0102
27    0308 0000 0106 0102 0102 0107 0303 0101 0106 0101
27    0203 0000 0306 0211 0205 0103 0106 0101 0101 0102
27    0308 0000 0101 0102 0000 0101 0103 0000 0000 0000
27    0101 0405 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0102
27    0000 0305 0406 0102 0103 0104 0103 0101 0202 0202
27    0203 0000 0606 0102 0102 0104 0103 0101 0202 0202
27    0103 0303 0103 0102 0303 0104 0106 0101 0202 0101
27    0101 0202 0103 0101 0203 0104 0101 0101 0101 0102
27    0101 0509 0304 0103 0303 0101 0303 0000 0102 0000
27    0303 0506 0101 0103 0102 0101 0303 0101 0101 0102
27    0102 0505 0101 0102 0000 0101 0103 0101 0101 0101
27    0308 0409 0304 0102 0103 0101 0101 0101 0202 0102
27    0303 0506 0101 0102 0102 0405 0101 0101 0202 0202
27    0102 0404 0106 0103 0102 0107 0103 0101 0202 0101
27    0103 0304 0306 0102 0102 0101 0101 0101 0101 0102
27    0103 0505 0103 0102 0303 0101 0103 0101 0202 0101
27    0203 0506 0303 0102 0103 0104 0103 0101 0202 0101
27    0303 0000 0304 0102 0103 0101 0103 0101 0202 0000
27    0203 0000 0304 0102 0105 0107 0000 0101 0000 0102
27    0303 0000 0103 0102 0103 0103 0109 0101 0102 0102
27    0108 0305 0103 0102 0102 0107 0103 0101 0102 0101
27    0101 0204 0406 0102 0103 0307 0101 0101 0101 0202
27    0303 0204 0303 0211 0101 0107 0109 0101 0102 0102
27    0308 0204 0303 0211 0205 0103 0103 0101 0102 0102
28    0203 0205 0206 0102 0102 0307 0303 0101 0102 0101
28    0102 0205 0306 0103 0205 0104 0103 0101 0102 0202
28    0101 0205 0102 0102 0303 0101 0103 0101 0102 0102
28    0203 0304 0303 0211 0103 0000 0303 0101 0101 0101
28    0203 0205 0303 0103 0203 0104 0103 0101 0102 0102
28    0203 0305 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0101 0102
28    0102 0405 0106 0102 0203 0407 0103 0101 0202 0101
28    0203 0303 0101 0102 0203 0104 0303 0101 0202 0102
28    0303 0204 0103 0203 0103 0101 0103 0101 0101 0101
28    0308 0304 0101 0103 0101 0107 0103 0101 0102 0202
28    0303 0204 0306 0102 0303 0101 0103 0101 0202 0202
28    0203 0405 0103 0202 0105 0101 0103 0101 0102 0202
28    0103 0505 0106 0102 0305 0107 0103 0101 0206 0102
28    0303 0309 0103 0102 0103 0104 0103 0101 0102 0102
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28    0303 0202 0103 0102 0203 0101 0101 0101 0102 0102
28    0102 0505 0304 0103 0103 0103 0303 0101 0101 0102
28    0103 0409 0106 0102 0102 0107 0303 0101 0202 0102
28    0303 0000 0101 0103 0103 0107 0000 0101 0102 0101
28    0108 0305 0106 0102 0305 0101 0306 0101 0102 0101
28    0103 0202 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0202 0101
28    0203 0909 0304 0102 0103 0101 0109 0101 0102 0101
28    0303 0405 0606 0102 0102 0101 0101 0101 0101 0101
28    0203 0203 0104 0102 0103 0107 0103 0101 0306 0101
28    0303 0202 0102 0102 0203 0103 0101 0101 0202 0102
28    0203 0205 0106 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0101
28    0203 0305 0106 0103 0103 0107 0303 0101 0102 0202
28    0308 0203 0106 0102 0203 0101 0101 0101 0206 0102
28    0103 0202 0306 0102 0101 0101 0103 0101 0202 0101
28    0103 0205 0102 0103 0205 0307 0103 0101 0102 0102
28    0308 0309 0000 0102 0101 0104 0101 0101 0202 0202
29    0102 0404 0106 0102 0203 0000 0101 0101 0103 0101
29    0208 0209 0103 0103 0101 0103 0309 0101 0606 0101
29    0103 0509 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0202 0202
29    0203 0204 0306 0103 0203 0000 0103 0101 0102 0202
29    0203 0202 0106 0202 0203 0104 0101 0101 0102 0202
29    0102 0205 0101 0102 0103 0000 0303 0101 0101 0101
29    0308 0405 0113 0102 0103 0707 0103 0101 0102 0101
29    0202 0409 0106 0105 0203 0104 0103 0101 0102 0101
29    0103 0304 0101 0102 0305 0101 0103 0101 0103 0202
29    0203 0405 0606 0102 0303 0101 0303 0101 0000 0101
29    0203 0203 0203 0102 0103 0101 0103 0101 0203 0101
29    0202 0000 0103 0102 0203 0000 0103 0101 0106 0101
29    0103 0205 0113 0102 0101 0101 0101 0101 0102 0101
29    0208 0203 0101 0102 0205 0101 0103 0101 0102 0101
29    0103 0000 0000 0102 0205 0000 0103 0101 0102 0101
29    0101 0304 0106 0102 0303 0103 0103 0101 0102 0202
29    0203 0405 0303 0303 0102 0000 0303 0101 0103 0102
29    0208 0305 0103 0102 0102 0104 0103 0101 0101 0202
29    0308 0405 0306 0102 0303 0101 0101 0101 0102 0101
29    0103 0205 0103 0101 0203 0107 0103 0101 0101 0102
29    0303 0205 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0106 0102
29    0000 0202 0101 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0101
29    0303 0505 0303 0101 0103 0307 0103 0101 0202 0202
29    0103 0404 0113 0102 0203 0101 0309 0101 0103 0101
29    0101 0204 0203 0102 0203 0000 0101 0101 0202 0102
29    0308 0204 0106 0101 0102 0104 0303 0101 0106 0202
29    0103 0405 0106 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
29    0203 0409 0303 0102 0101 0104 0303 0101 0203 0202
29    0103 0405 0613 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0202
29    0000 0209 0000 0101 0103 0104 0103 0107 0202 0101
30    0102 0204 0313 0102 0202 0107 0000 0101 0102 0102
30    0103 0304 0106 0102 0102 0101 0000 0101 0102 0202
30    0203 0505 0606 0103 0205 0104 0103 0101 0202 0101
30    0103 0509 0606 0101 0103 0103 0303 0101 0102 0102
30    0203 0203 0606 0101 0203 0101 0103 0101 0101 0101
30    0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
30    0103 0204 0101 0203 0203 0406 0101 0101 0102 0202
30    0203 0202 0103 0101 0202 0104 0103 0101 0101 0202
30    0103 0205 0103 0203 0101 0101 0101 0101 0102 0102
30    0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
30    0303 0204 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0102 0102
30    0303 0204 0106 0203 0102 0103 0303 0101 0102 0102
30    0311 0205 0103 0101 0103 0101 0303 0101 0101 0101
30    0102 0205 0303 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0102
30    0203 0209 0113 0000 0000 0107 0103 0101 0000 0202
31    0303 0204 0103 0103 0103 0101 0101 0101 0102 0202
31    0211 0309 0103 0102 0203 0104 0103 0101 0101 0202
31    0303 0203 0103 0102 0102 0103 0103 0101 0101 0000
31    0211 0202 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0102 0102
31    0203 0404 0203 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0202
31    0211 0205 0103 0102 0102 0304 0103 0101 0101 0202
31    0203 0404 0106 0205 0203 0103 0101 0101 0102 0102
31    0203 0204 0101 0102 0101 0103 0103 0101 0103 0101
31    0203 0205 0303 0101 0102 0103 0103 0101 0102 0202
31    1111 0304 0103 0102 0102 0103 0101 0101 0106 0101
31    0203 0203 0303 0101 0205 0104 0103 0101 0106 0102
31    0103 0202 0304 0203 0103 0107 0303 0101 0203 0101
31    0102 0202 0101 0102 0102 0105 0103 0101 0101 0202
31    0111 0204 0306 0103 0102 0103 0103 0101 0103 0102
31    0203 0304 0203 0102 0103 0103 0101 0101 0202 0102
31    0103 0204 0101 0101 0102 0101 0303 0101 0102 0102
31    0111 0203 0203 0102 0103 0104 0103 0101 0101 0202
31    0311 0202 0101 0103 0202 0707 0103 0101 0203 0202
31    0311 0202 0106 0102 0103 0104 0103 0101 0203 0102
31    0101 0203 0104 0102 0101 0107 0103 0101 0303 0102
31    0101 0509 0103 0102 0101 0103 0303 0101 0103 0102
31    0203 0405 0103 0103 0203 0505 0101 0101 0106 0101
31    0103 0209 0103 0000 0105 0103 0101 0101 0202 0000
31    0103 0204 0101 0101 0203 0103 0303 0101 0106 0202
31    0103 0305 0101 0101 0101 0103 0103 0101 0102 0000
31    0102 0405 0106 0102 0103 0103 0101 0101 0202 0101
31    0111 0404 0203 0102 0102 0103 0101 0101 0103 0202
31    0211 0205 0103 0103 0103 0106 0101 0101 0106 0101
31    0303 0209 0303 0103 0105 0107 0101 0101 0102 0000
31    0303 0202 0103 0102 0102 0107 0303 0101 0102 0202
32    0203 0405 0203 0205 0101 0103 0103 0101 0102 0101
32    0103 0304 0303 0000 0101 0101 0101 0101 0202 0202
32    0303 0209 0103 0202 0105 0101 0101 0101 0102 0101
32    0103 0309 0306 0103 0205 0104 0103 0101 0202 0202
32    0101 0204 0101 0102 0203 0104 0303 0101 0103 0102
32    0308 0203 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0103 0102
32    0108 0202 0103 0101 0103 0101 0303 0101 0102 0202
32    0308 0202 0101 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0202
32    0108 0204 0103 0101 0203 0104 0103 0101 0101 0102
32    0103 0202 0106 0102 0203 0104 0303 0101 0101 0202
32    0102 0000 0103 0000 0202 0407 0103 0000 0206 0101
32    0303 0203 0101 0203 0103 0101 0103 0101 0202 0102
32    0203 0404 0303 0205 0202 0104 0103 0101 0202 0102
32    0203 0405 0102 0102 0101 0103 0103 0101 0101 0101
32    0108 0202 0303 0101 0102 0104 0303 0101 0101 0102
32    0108 0202 0303 0101 0000 0104 0103 0101 0102 0102
32    0108 0202 0103 0101 0000 0104 0303 0101 0101 0202
32    0102 0203 0106 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0202
32    0101 0509 0304 0101 0105 0404 0303 0101 0202 0202
32    0808 0202 0101 0101 0102 0104 0303 0101 0102 0102
32    0101 0202 0103 0101 0102 0101 0303 0101 0101 0202
32    0203 0205 0304 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0101
32    0203 0000 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0103 0202
32    0101 0509 0103 0103 0105 0404 0303 0101 0000 0202
32    0308 0204 0304 0101 0000 0101 0103 0101 0000 0202
32    0308 0303 0103 0203 0000 0101 0103 0101 0000 0101
33    0102 0409 0303 0102 0103 0107 0103 0101 0202 0102
33    0308 0909 0306 0000 0203 0101 0103 0101 0101 0102
33    0203 0404 0606 0102 0202 0103 0303 0101 0106 0102
33    0102 0205 0306 0203 0505 0101 0103 0101 0101 0101
33    0203 0309 0303 0203 0102 0606 0101 0101 0101 0202
33    0809 0202 0306 0103 0202 0508 0103 0101 0101 0000
33    0103 0305 0106 0101 0102 0505 0306 0101 0103 0101
33    0203 0909 0306 0103 0102 0106 0103 0101 0101 0102
33    0209 0304 0306 0102 0102 0108 0103 0101 0101 0101
33    0303 0909 0306 0203 0202 0404 0101 0101 0000 0202
34    0102 0202 0203 0102 0205 0108 0103 0101 0202 0102
34    0103 0204 0303 0102 0000 0101 0101 0101 0106 0101
34    0108 0205 0104 0102 0101 0105 0101 0101 0202 0102
34    0303 0202 0303 0202 0103 0108 0101 0101 0101 0101
34    0303 0305 0406 0101 0203 0101 0303 0101 0101 0101
34    0108 0305 0103 0102 0205 0101 0303 0101 0102 0102
34    0102 0203 0203 0203 0205 0108 0303 0101 0202 0101
34    0308 0304 0303 0102 0000 0101 0101 0101 0202 0102
34    0102 0202 0304 0103 0105 0103 0101 0101 0000 0101
34    0203 0000 0101 0101 0103 0105 0101 0101 0000 0101
34    0203 0000 0104 0203 0305 0101 0101 0101 0202 0101
34    0103 0303 0101 0102 0103 0101 0303 0101 0101 0102
34    0303 0101 0304 0102 0101 0101 0306 0101 0101 0101
34    0203 0000 0103 0102 0000 0101 0303 0000 0101 0102
34    0303 0203 0203 0101 0102 0108 0303 0101 0202 0102
34    0203 0305 0103 0102 0000 0108 0103 0101 0102 0101
34    0102 0000 0000 0102 0000 0105 0000 0101 0202 0102
34    0208 0202 0303 0102 0102 0108 0103 0101 0101 0101
Σημείωση: Η μήτρα δημιουργήθηκε μέσω της στατιστικής εφαρμογής GENEPOP. Tο συγκεκριμένο στατιστικό πακέτο παρέχει 
τη δυνατότητα της απευθείας μετατροπής της δικής του μήτρας, σε μήτρα εισαγωγής δεδομένων σε μορφή κατάλληλη για το 
πρόγραμμα FSTAT. Τα βήματα που ακολουθούνται γι΄ αυτή τη μετατροπή περιγράφονται στο παράρτημα Γ, στην ενότητα GENE-
POP
1.6. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή BOTTLENECK
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   Cal, 0303 0000 0303 0103 0000 0104 0303 0000 0102 0102
   Cal, 0303 0404 0102 0102 0102 0107 0103 0101 0000 0101
   Cal, 0103 0000 0101 0102 0000 0101 0101 0101 0202 0101
   Cal, 0203 0000 0301 0000 0000 0101 0101 0101 0102 0102
   Cal, 0101 0404 0303 0000 0202 0107 0103 0101 0000 0202
   Cal, 0202 0204 0301 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0202
   Cal, 0202 0203 0301 0000 0105 0105 0103 0101 0101 0202
   Cal, 0203 0209 0303 0101 0202 0707 0103 0101 0101 0102
   Cal, 0102 0304 0606 0101 0103 0107 0101 0101 0102 0101
   Cal, 0202 0000 0302 0101 0000 0101 0103 0101 0101 0000
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   Cal, 0103 0204 0101 0205 0000 0707 0101 0101 0102 0101
   Cal, 0202 0203 0301 0202 0103 0707 0101 0101 0101 0102
   Cal, 0102 0203 0303 0105 0000 0707 0101 0101 0102 0102
   Cal, 0203 0202 0301 0101 0103 0103 0101 0101 0101 0101
   Cal, 0102 0305 0301 0101 0102 0107 0103 0101 0102 0102
   Cal, 0101 0404 0301 0105 0102 0104 0303 0101 0202 0101
   Cal, 1111 0000 0301 0101 0000 0101 0103 0101 0101 0202
   Cal, 0203 0202 0303 0101 0105 0101 0103 0101 0101 0202
   Cal, 0203 0203 0303 0101 0000 0101 0303 0101 0101 0202
   Cal, 0103 0304 0303 0102 0000 0104 0303 0101 0102 0202
   Cal, 0203 0205 0303 0101 0203 0101 0103 0101 0202 0101
   Cal, 0103 0202 0301 0101 0203 0106 0103 0101 0102 0102
   Cal, 0303 0404 0303 0103 0103 0104 0105 0101 0102 0101
   Cal, 0103 0204 0303 0202 0102 0305 0101 0101 0101 0202
   Cal, 0103 0303 0101 0101 0203 0107 0101 0101 0202 0102
   Cal, 0303 0205 0101 0103 0205 0107 0103 0101 0102 0101
   Cal, 0101 0303 0313 0103 0303 0107 0105 0101 0101 0102
   Cal, 0203 0209 0302 0101 0303 0101 0101 0101 0101 0102
   Cal, 0000 0204 0301 0303 0103 0107 0105 0101 0102 0102
   Cal, 0000 0204 0306 0101 0203 0104 0103 0101 0102 0101
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   Nap, 0303 0204 0303 0000 0000 0101 0103 0000 0102 0102
   Nap, 0000 0204 0103 0101 0000 0101 0303 0101 0101 0101
   Nap, 0311 0304 0303 0103 0103 0101 0101 0101 0101 0102
   Nap, 0311 0203 0113 0101 0000 0106 0103 0101 0102 0202
   Nap, 0000 0203 0113 0101 0303 0101 0103 0101 0101 0202
   Nap, 0000 0203 0313 0305 0000 0707 0103 0101 0102 0102
   Nap, 0303 0405 0303 0103 0105 0103 0303 0101 0202 0101
   Nap, 0203 0000 0106 0101 0102 0707 0105 0101 0102 0000
   Nap, 0303 0203 0102 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0101
   Nap, 0111 0305 0101 0102 0202 0707 0103 0101 0102 0102
   Nap, 0202 0000 0101 0303 0101 0106 0103 0101 0102 0202
   Nap, 0211 0000 0103 0203 0102 0101 0103 0101 0202 0202
   Nap, 0111 0303 0103 0102 0303 0105 0303 0101 0202 0102
   Nap, 0111 0303 0101 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0101
   Nap, 0303 0405 0613 0101 0303 0107 0101 0101 0101 0102
   Nap, 0111 0305 0303 0102 0205 0107 0103 0101 0101 0102
   Nap, 0102 0000 0301 0102 0000 0101 0101 0000 0101 0102
   Nap, 0303 0204 0303 0101 0101 0106 0101 0101 0101 0102
   Nap, 0303 0305 0106 0102 0102 0101 0103 0101 0101 0202
   Nap, 0103 0000 0203 0101 0000 0101 0103 0000 0102 0101
   Nap, 0000 0209 0101 0101 0202 0101 0103 0000 0102 0102
   Nap, 0102 0205 0301 0101 0202 0107 0106 0000 0101 0101
   Nap, 0103 0202 0102 0101 0102 0104 0103 0101 0102 0202
   Nap, 0202 0203 0101 0101 0303 0101 0303 0101 0101 0101
   Nap, 0303 0205 0101 0102 0202 0103 0103 0101 0101 0101
   Nap, 0103 0000 0103 0101 0102 0103 0101 0101 0000 0102
   Nap, 0102 0000 0103 0101 0000 0101 0103 0000 0202 0101
   Nap, 0303 0405 0101 0101 0102 0304 0103 0101 0202 0101
   Nap, 0203 0203 0103 0203 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   Nap, 0102 0000 0101 0102 0000 0101 0101 0000 0101 0101
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   Sol, 0203 0204 0301 0101 0000 0107 0305 0000 0103 0102
   Sol, 0103 0205 0301 0101 0102 0107 0103 0101 0101 0101
   Sol, 0203 0203 0606 0101 0102 0101 0103 0101 0203 0102
   Sol, 0203 0203 0606 0203 0203 0304 0303 0101 0101 0102
   Sol, 0203 0404 0301 0101 0102 0104 0101 0101 0202 0102
   Sol, 0103 0209 0306 0101 0101 0707 0103 0101 0102 0102
   Sol, 0103 0304 0303 0203 0205 0101 0103 0101 0106 0102
   Sol, 0303 0509 0106 0101 0103 0106 0103 0101 0101 0102
   Sol, 0203 0405 0306 0101 0101 0407 0103 0101 0202 0101
   Sol, 0000 0205 0314 0101 0205 0101 0103 0101 0102 0101
   Sol, 0303 0309 0000 0000 0000 0101 0101 0101 0102 0102
   Sol, 0303 0305 0306 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0102
   Sol, 0303 0405 0306 0000 0101 0107 0101 0101 0101 0102
   Sol, 0203 0405 0306 0102 0103 0107 0101 0101 0102 0101
   Sol, 0203 0000 0307 0102 0202 0103 0103 0101 0102 0101
   Sol, 0303 0303 0000 0000 0202 0101 0103 0101 0102 0101
   Sol, 0203 0203 0306 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Sol, 0303 0205 0303 0102 0105 0106 0103 0101 0101 0102
   Sol, 0203 0204 0307 0203 0202 0000 0105 0101 0106 0102
   Sol, 0303 0304 0301 0303 0102 0107 0303 0101 0101 0202
   Sol, 0103 0404 0301 0203 0205 0101 0103 0101 0103 0102
   Sol, 0303 0409 0301 0102 0203 0000 0103 0101 0101 0102
   Sol, 0303 0202 0301 0101 0303 0107 0303 0101 0203 0101
   Sol, 0203 0202 0106 0105 0102 0107 0103 0101 0203 0101
   Sol, 0203 0405 0101 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   Sol, 0000 0404 0303 0101 0305 0101 0103 0101 0101 0102
   Sol, 0103 0202 0303 0101 0202 0000 0101 0101 0203 0102
   Sol, 0103 0202 0303 0303 0203 0101 0103 0101 0203 0202
   Sol, 0303 0405 0306 0102 0103 0104 0105 0101 0102 0101
   Sol, 0303 0000 0000 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0101
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   Yol, 0211 0000 0000 0103 0000 0103 0303 0000 0102 0101
   Yol, 0203 0000 0101 0105 0000 0101 0101 0000 0202 0202
   Yol, 0311 0000 0106 0102 0103 0101 0103 0000 0102 0101
   Yol, 0103 0000 0203 0101 0103 0101 0305 0000 0102 0102
   Yol, 0203 0000 0303 0101 0203 0104 0103 0000 0102 0102
   Yol, 0103 0000 0103 0105 0202 0307 0103 0000 0102 0000
   Yol, 0303 0304 0103 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0202
   Yol, 1111 0203 0101 0101 0202 0107 0101 0101 0102 0102
   Yol, 0103 0505 0102 0101 0102 0101 0303 0101 0101 0102
   Yol, 0303 0202 0106 0102 0101 0107 0303 0101 0101 0202
   Yol, 0111 0409 0203 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0101
   Yol, 1111 0205 0303 0303 0101 0101 0303 0101 0202 0102
   Yol, 0303 0304 0303 0101 0303 0107 0303 0101 0102 0102
   Yol, 0303 0204 0103 0101 0102 0101 0103 0101 0102 0101
   Yol, 0311 0304 0103 0101 0203 0107 0103 0101 0202 0202
   Yol, 0102 0409 0106 0202 0102 0101 0103 0101 0101 0102
   Yol, 0103 0203 0103 0000 0203 0101 0101 0101 0102 0102
   Yol, 0203 0403 0103 0303 0103 0105 0109 0101 0101 0202
   Yol, 0101 0204 0303 0101 0203 0101 0305 0101 0102 0102
   Yol, 0103 0304 0103 0101 0103 0105 0101 0101 0101 0101
   Yol, 0311 0309 0613 0101 0105 0104 0101 0101 0101 0102
   Yol, 0203 0204 0101 0103 0101 0405 0101 0101 0101 0101
   Yol, 0103 0204 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Yol, 0203 0305 0303 0101 0202 0105 0303 0101 0102 0102
   Yol, 0303 0205 0306 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0102
   Yol, 0203 0203 0103 0101 0103 0707 0101 0101 0102 0101
   Yol, 0202 0203 0103 0103 0205 0104 0105 0101 0202 0101
   Yol, 0203 0405 0303 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0101
   Yol, 0111 0409 0101 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0102
   Yol, 0311 0404 0103 0103 0101 0101 0303 0101 0000 0102
POP          
   San, 0203 0205 0101 0105 0202 0104 0101 0101 0101 0102
   San, 0203 0403 0000 0000 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   San, 0101 0405 0303 0102 0203 0103 0103 0101 0102 0102
   San, 0103 0209 0303 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0101
   San, 0203 0205 0101 0101 0303 0105 0311 0101 0102 0102
   San, 0103 0202 0102 0101 0101 0101 0103 0101 0101 0101
   San, 0202 0404 0303 0101 0203 0101 0101 0101 0103 0102
   San, 0103 0205 0303 0101 0102 0105 0101 0101 0101 0102
   San, 0203 0204 0101 0101 0203 0101 0101 0101 0101 0102
   San, 0102 0204 0306 0205 0103 0101 0103 0101 0101 0102
   San, 0203 0204 0103 0000 0103 0101 0103 0101 0000 0102
   San, 0102 0505 0203 0000 0101 0104 0103 0101 0102 0102
   San, 0203 0204 0102 0205 0103 0104 0103 0101 0000 0202
   San, 0103 0202 0305 0101 0202 0105 0303 0107 0000 0101
   San, 0203 0203 0103 0000 0000 0101 0103 0101 0000 0101
   San, 0103 0309 0101 0000 0103 0106 0101 0101 0000 0101
   San, 0103 0204 0105 0101 0202 0101 0103 0101 0000 0101
   San, 0101 0202 0203 0101 0202 0000 0101 0101 0000 0102
   San, 0102 0204 0101 0203 0202 0104 0103 0101 0101 0000
   San, 0203 0405 0102 0101 0101 0104 0103 0101 0102 0102
   San, 0203 0405 0303 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0102
   San, 0203 0309 0101 0101 0103 0305 0103 0101 0101 0101
   San, 0303 0202 0101 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0101
   San, 0103 0405 0306 0101 0101 0101 0303 0101 0000 0101
   San, 0103 0000 0000 0000 0000 0101 0101 0000 0000 0000
   San, 0103 0204 0303 0000 0000 0103 0101 0101 0000 0102
   San, 0102 0404 0102 0101 0303 0101 0103 0101 0102 0000
   San, 0103 0204 0106 0105 0202 0101 0103 0101 0101 0101
   San, 0203 0509 0103 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0102
   San, 0202 0305 0103 0103 0101 0101 0103 0101 0102 0101
POP
   Nsi, 0000 0202 0101 0203 0102 0106 0101 0101 0102 0102
   Nsi, 0103 0309 0103 0103 0103 0101 0101 0101 0102 0101
   Nsi, 0303 0205 0101 0101 0205 0101 0103 0101 0101 0102
   Nsi, 0101 0203 0113 0102 0205 0104 0103 0101 0101 0102
   Nsi, 0303 0204 0103 0103 0202 0101 0103 0101 0202 0102
   Nsi, 0308 0305 0303 0102 0203 0101 0101 0101 0101 0202
   Nsi, 0203 0204 0203 0101 0103 0407 0101 0101 0202 0101
   Nsi, 0202 0405 0101 0102 0505 0101 0101 0101 0101 0101
   Nsi, 0303 0205 0103 0101 0103 0407 0303 0101 0102 0101
   Nsi, 0102 0204 0000 0103 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Nsi, 0208 0202 0101 0303 0101 0101 0101 0101 0202 0102
   Nsi, 0203 0204 0101 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   Nsi, 0102 0404 0103 0102 0305 0103 0103 0101 0101 0202
   Nsi, 0203 0204 0103 0101 0102 0707 0306 0101 0000 0101
   Nsi, 0308 0305 0103 0101 0303 0405 0101 0101 0102 0101
   Nsi, 0303 0204 0303 0102 0203 0101 0303 0101 0102 0101
   Nsi, 0303 0204 0306 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   Nsi, 0303 0205 0101 0102 0103 0101 0303 0101 0102 0202
   Nsi, 0208 0204 0213 0101 0105 0607 0103 0101 0102 0102
   Nsi, 0203 0202 0203 0101 0103 0107 0103 0101 0102 0102
   Nsi, 0102 0204 0313 0102 0102 0101 0303 0101 0000 0101
   Nsi, 0103 0405 0103 0102 0202 0101 0103 0101 0101 0102
   Nsi, 0103 0205 0303 0101 0101 0101 0303 0101 0101 0101
   Nsi, 0102 0205 0203 0101 0102 0101 0101 0101 0102 0102
   Nsi, 0203 0305 0203 0102 0203 0101 0103 0101 0202 0102
   Nsi, 0203 0305 0206 0102 0105 0105 0101 0101 0000 0202
   Nsi, 0303 0405 0313 0101 0103 0101 0103 0101 0203 0101
   Nsi, 0203 0203 0106 0103 0103 0101 0101 0101 0101 0101
   Nsi, 0308 0203 0106 0102 0202 0101 0101 0101 0101 0102
   Nsi, 0102 0204 0203 0101 0102 0107 0101 0101 0102 0101
POP
   Sd2, 0101 0000 0303 0102 0303 0101 0103 0101 0102 0101 
   Sd2, 0102 0000 0306 0103 0102 0101 0103 0101 0102 0101
   Sd2, 0303 0000 0101 0102 0103 0107 0303 0101 0101 0101
   Sd2, 0102 0000 0406 0102 0203 0103 0101 0101 0102 0101
   Sd2, 0308 0000 0106 0103 0102 0104 0103 0101 0202 0102
   Sd2, 0203 0000 0103 0205 0103 0101 0103 0101 0202 0102
   Sd2, 0308 0000 0106 0102 0102 0107 0303 0101 0106 0101
   Sd2, 0203 0000 0306 0211 0205 0103 0106 0101 0101 0102
   Sd2, 0308 0000 0101 0102 0000 0101 0103 0000 0000 0000
   Sd2, 0101 0405 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   Sd2, 0000 0305 0406 0102 0103 0104 0103 0101 0202 0202
   Sd2, 0203 0000 0606 0102 0102 0104 0103 0101 0202 0202
   Sd2, 0103 0303 0103 0102 0303 0104 0106 0101 0202 0101
   Sd2, 0101 0202 0103 0101 0203 0104 0101 0101 0101 0102
   Sd2, 0101 0509 0304 0103 0303 0101 0303 0000 0102 0000
   Sd2, 0303 0506 0101 0103 0102 0101 0303 0101 0101 0102 
   Sd2, 0102 0505 0101 0102 0000 0101 0103 0101 0101 0101
   Sd2, 0308 0409 0304 0102 0103 0101 0101 0101 0202 0102
   Sd2, 0303 0506 0101 0102 0102 0405 0101 0101 0202 0202
   Sd2, 0102 0404 0106 0103 0102 0107 0103 0101 0202 0101 
   Sd2, 0103 0304 0306 0102 0102 0101 0101 0101 0101 0102
   Sd2, 0103 0505 0103 0102 0303 0101 0103 0101 0202 0101
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   Sd2, 0203 0506 0303 0102 0103 0104 0103 0101 0202 0101
   Sd2, 0303 0000 0304 0102 0103 0101 0103 0101 0202 0000
   Sd2, 0203 0000 0304 0102 0105 0107 0000 0101 0000 0102
   Sd2, 0303 0000 0103 0102 0103 0103 0109 0101 0102 0102
   Sd2, 0108 0305 0103 0102 0102 0107 0103 0101 0102 0101
   Sd2, 0101 0204 0406 0102 0103 0307 0101 0101 0101 0202
   Sd2, 0303 0204 0303 0211 0101 0107 0109 0101 0102 0102
   Sd2, 0308 0204 0303 0211 0205 0103 0103 0101 0102 0102
POP
   Sd5, 0203 0205 0206 0102 0102 0307 0303 0101 0102 0101
   Sd5, 0102 0205 0306 0103 0205 0104 0103 0101 0102 0202
   Sd5, 0101 0205 0102 0102 0303 0101 0103 0101 0102 0102
   Sd5, 0203 0304 0303 0211 0103 0000 0303 0101 0101 0101
   Sd5, 0203 0205 0303 0103 0203 0104 0103 0101 0102 0102
   Sd5, 0203 0305 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0101 0102
   Sd5, 0102 0405 0106 0102 0203 0407 0103 0101 0202 0101
   Sd5, 0203 0303 0101 0102 0203 0104 0303 0101 0202 0102
   Sd5, 0303 0204 0103 0203 0103 0101 0103 0101 0101 0101 
   Sd5, 0308 0304 0101 0103 0101 0107 0103 0101 0102 0202
   Sd5, 0303 0204 0306 0102 0303 0101 0103 0101 0202 0202
   Sd5, 0203 0405 0103 0202 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   Sd5, 0103 0505 0106 0102 0305 0107 0103 0101 0206 0102
   Sd5, 0303 0309 0103 0102 0103 0104 0103 0101 0102 0102
   Sd5, 0303 0202 0103 0102 0203 0101 0101 0101 0102 0102
   Sd5, 0102 0505 0304 0103 0103 0103 0303 0101 0101 0102
   Sd5, 0103 0409 0106 0102 0102 0107 0303 0101 0202 0102
   Sd5, 0303 0000 0101 0103 0103 0107 0000 0101 0102 0101
   Sd5, 0108 0305 0106 0102 0305 0101 0306 0101 0102 0101 
   Sd5, 0103 0202 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0202 0101
   Sd5, 0203 0909 0304 0102 0103 0101 0109 0101 0102 0101
   Sd5, 0303 0405 0606 0102 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   Sd5, 0203 0203 0104 0102 0103 0107 0103 0101 0306 0101
   Sd5, 0303 0202 0102 0102 0203 0103 0101 0101 0202 0102
   Sd5, 0203 0205 0106 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0101
   Sd5, 0203 0305 0106 0103 0103 0107 0303 0101 0102 0202
   Sd5, 0308 0203 0106 0102 0203 0101 0101 0101 0206 0102
   Sd5, 0103 0202 0306 0102 0101 0101 0103 0101 0202 0101
   Sd5, 0103 0205 0102 0103 0205 0307 0103 0101 0102 0102
   Sd5, 0308 0309 0000 0102 0101 0104 0101 0101 0202 0202
POP
   Sd9, 0102 0404 0106 0102 0203 0000 0101 0101 0103 0101
   Sd9, 0208 0209 0103 0103 0101 0103 0309 0101 0606 0101
   Sd9, 0103 0509 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0202 0202
   Sd9, 0203 0204 0306 0103 0203 0000 0103 0101 0102 0202
   Sd9, 0203 0202 0106 0202 0203 0104 0101 0101 0102 0202
   Sd9, 0102 0205 0101 0102 0103 0000 0303 0101 0101 0101
   Sd9, 0308 0405 0113 0102 0103 0707 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0202 0409 0106 0105 0203 0104 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0103 0304 0101 0102 0305 0101 0103 0101 0103 0202
   Sd9, 0203 0405 0606 0102 0303 0101 0303 0101 0000 0101
   Sd9, 0203 0203 0203 0102 0103 0101 0103 0101 0203 0101
   Sd9, 0202 0000 0103 0102 0203 0000 0103 0101 0106 0101
   Sd9, 0103 0205 0113 0102 0101 0101 0101 0101 0102 0101
   Sd9, 0208 0203 0101 0102 0205 0101 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0103 0000 0000 0102 0205 0000 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0101 0304 0106 0102 0303 0103 0103 0101 0102 0202
   Sd9, 0203 0405 0303 0303 0102 0000 0303 0101 0103 0102
   Sd9, 0208 0305 0103 0102 0102 0104 0103 0101 0101 0202
   Sd9, 0308 0405 0306 0102 0303 0101 0101 0101 0102 0101
   Sd9, 0103 0205 0103 0101 0203 0107 0103 0101 0101 0102
   Sd9, 0303 0205 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0106 0102
   Sd9, 0000 0202 0101 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0303 0505 0303 0101 0103 0307 0103 0101 0202 0202
   Sd9, 0103 0404 0113 0102 0203 0101 0309 0101 0103 0101
   Sd9, 0101 0204 0203 0102 0203 0000 0101 0101 0202 0102
   Sd9, 0308 0204 0106 0101 0102 0104 0303 0101 0106 0202
   Sd9, 0103 0405 0106 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   Sd9, 0203 0409 0303 0102 0101 0104 0303 0101 0203 0202
   Sd9, 0103 0405 0613 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0202
   Sd9, 0000 0209 0000 0101 0103 0104 0103 0107 0202 0101
POP
   Sl2, 0102 0204 0313 0102 0202 0107 0000 0101 0102 0102
   Sl2, 0103 0304 0106 0102 0102 0101 0000 0101 0102 0202
   Sl2, 0203 0505 0606 0103 0205 0104 0103 0101 0202 0101
   Sl2, 0103 0509 0606 0101 0103 0103 0303 0101 0102 0102
   Sl2, 0203 0203 0606 0101 0203 0101 0103 0101 0101 0101
   Sl2, 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
   Sl2, 0103 0204 0101 0203 0203 0406 0101 0101 0102 0202
   Sl2, 0203 0202 0103 0101 0202 0104 0103 0101 0101 0202
   Sl2, 0103 0205 0103 0203 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Sl2, 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
   Sl2, 0303 0204 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0102 0102
   Sl2, 0303 0204 0106 0203 0102 0103 0303 0101 0102 0102
   Sl2, 0311 0205 0103 0101 0103 0101 0303 0101 0101 0101
   Sl2, 0102 0205 0303 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0102
   Sl2, 0203 0209 0113 0000 0000 0107 0103 0101 0000 0202
POP
   Sl6, 0303 0204 0103 0103 0103 0101 0101 0101 0102 0202
   Sl6, 0211 0309 0103 0102 0203 0104 0103 0101 0101 0202
   Sl6, 0303 0203 0103 0102 0102 0103 0103 0101 0101 0000
   Sl6, 0211 0202 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0102 0102
   Sl6, 0203 0404 0203 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   Sl6, 0211 0205 0103 0102 0102 0304 0103 0101 0101 0202
   Sl6, 0203 0404 0106 0205 0203 0103 0101 0101 0102 0102
   Sl6, 0203 0204 0101 0102 0101 0103 0103 0101 0103 0101
   Sl6, 0203 0205 0303 0101 0102 0103 0103 0101 0102 0202
   Sl6, 1111 0304 0103 0102 0102 0103 0101 0101 0106 0101
   Sl6, 0203 0203 0303 0101 0205 0104 0103 0101 0106 0102
   Sl6, 0103 0202 0304 0203 0103 0107 0303 0101 0203 0101
   Sl6, 0102 0202 0101 0102 0102 0105 0103 0101 0101 0202
   Sl6, 0111 0204 0306 0103 0102 0103 0103 0101 0103 0102
   Sl6, 0203 0304 0203 0102 0103 0103 0101 0101 0202 0102
   Sl6, 0103 0204 0101 0101 0102 0101 0303 0101 0102 0102
   Sl6, 0111 0203 0203 0102 0103 0104 0103 0101 0101 0202
   Sl6, 0311 0202 0101 0103 0202 0707 0103 0101 0203 0202
   Sl6, 0311 0202 0106 0102 0103 0104 0103 0101 0203 0102
   Sl6, 0101 0203 0104 0102 0101 0107 0103 0101 0303 0102
   Sl6, 0101 0509 0103 0102 0101 0103 0303 0101 0103 0102
   Sl6, 0203 0405 0103 0103 0203 0505 0101 0101 0106 0101
   Sl6, 0103 0209 0103 0000 0105 0103 0101 0101 0202 0000
   Sl6, 0103 0204 0101 0101 0203 0103 0303 0101 0106 0202
   Sl6, 0103 0305 0101 0101 0101 0103 0103 0101 0102 0000
   Sl6, 0102 0405 0106 0102 0103 0103 0101 0101 0202 0101
   Sl6, 0111 0404 0203 0102 0102 0103 0101 0101 0103 0202
   Sl6, 0211 0205 0103 0103 0103 0106 0101 0101 0106 0101
   Sl6, 0303 0209 0303 0103 0105 0107 0101 0101 0102 0000
   Sl6, 0303 0202 0103 0102 0102 0107 0303 0101 0102 0202
POP
   Sl8, 0203 0405 0203 0205 0101 0103 0103 0101 0102 0101
   Sl8, 0103 0304 0303 0000 0101 0101 0101 0101 0202 0202
   Sl8, 0303 0209 0103 0202 0105 0101 0101 0101 0102 0101
   Sl8, 0103 0309 0306 0103 0205 0104 0103 0101 0202 0202
   Sl8, 0101 0204 0101 0102 0203 0104 0303 0101 0103 0102
   Sl8, 0308 0203 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0103 0102
   Sl8, 0108 0202 0103 0101 0103 0101 0303 0101 0102 0202
   Sl8, 0308 0202 0101 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0202
   Sl8, 0108 0204 0103 0101 0203 0104 0103 0101 0101 0102
   Sl8, 0103 0202 0106 0102 0203 0104 0303 0101 0101 0202
   Sl8, 0102 0000 0103 0000 0202 0407 0103 0000 0206 0101
   Sl8, 0303 0203 0101 0203 0103 0101 0103 0101 0202 0102
   Sl8, 0203 0404 0303 0205 0202 0104 0103 0101 0202 0102
   Sl8, 0203 0405 0102 0102 0101 0103 0103 0101 0101 0101
   Sl8, 0108 0202 0303 0101 0102 0104 0303 0101 0101 0102
   Sl8, 0108 0202 0303 0101 0000 0104 0103 0101 0102 0102
   Sl8, 0108 0202 0103 0101 0000 0104 0303 0101 0101 0202
   Sl8, 0102 0203 0106 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0202
   Sl8, 0101 0509 0304 0101 0105 0404 0303 0101 0202 0202
   Sl8, 0808 0202 0101 0101 0102 0104 0303 0101 0102 0102
   Sl8, 0101 0202 0103 0101 0102 0101 0303 0101 0101 0202
   Sl8, 0203 0205 0304 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0101
   Sl8, 0203 0000 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0103 0202
   Sl8, 0101 0509 0103 0103 0105 0404 0303 0101 0000 0202
   Sl8, 0308 0204 0304 0101 0000 0101 0103 0101 0000 0202
   Sl8, 0308 0303 0103 0203 0000 0101 0103 0101 0000 0101
POP
   La9, 0102 0409 0303 0102 0103 0107 0103 0101 0202 0102
   La9, 0308 0909 0306 0000 0203 0101 0103 0101 0101 0102 
   La9, 0203 0404 0606 0102 0202 0103 0303 0101 0106 0102
   La9, 0102 0205 0306 0203 0505 0101 0103 0101 0101 0101
   La9, 0203 0309 0303 0203 0102 0606 0101 0101 0101 0202
   La9, 0809 0202 0306 0103 0202 0508 0103 0101 0101 0000
   La9, 0103 0305 0106 0101 0102 0505 0306 0101 0103 0101
   La9, 0203 0909 0306 0103 0102 0106 0103 0101 0101 0102
   La9, 0209 0304 0306 0102 0102 0108 0103 0101 0101 0101
   La9, 0303 0909 0306 0203 0202 0404 0101 0101 0000 0202
POP
   Fr1, 0102 0202 0203 0102 0205 0108 0103 0101 0202 0102
   Fr1, 0103 0204 0303 0102 0000 0101 0101 0101 0106 0101 
   Fr1, 0108 0205 0104 0102 0101 0105 0101 0101 0202 0102
   Fr1, 0303 0202 0303 0202 0103 0108 0101 0101 0101 0101
   Fr1, 0303 0305 0406 0101 0203 0101 0303 0101 0101 0101
   Fr1, 0108 0305 0103 0102 0205 0101 0303 0101 0102 0102
   Fr1, 0102 0203 0203 0203 0205 0108 0303 0101 0202 0101 
   Fr1, 0308 0304 0303 0102 0000 0101 0101 0101 0202 0102
   Fr1, 0102 0202 0304 0103 0105 0103 0101 0101 0000 0101
   Fr1, 0203 0000 0101 0101 0103 0105 0101 0101 0000 0101
   Fr1, 0203 0000 0104 0203 0305 0101 0101 0101 0202 0101
   Fr1, 0103 0303 0101 0102 0103 0101 0303 0101 0101 0102
   Fr1, 0303 0101 0304 0102 0101 0101 0306 0101 0101 0101
   Fr1, 0203 0000 0103 0102 0000 0101 0303 0000 0101 0102
   Fr1, 0303 0203 0203 0101 0102 0108 0303 0101 0202 0102
   Fr1, 0203 0305 0103 0102 0000 0108 0103 0101 0102 0101
   Fr1, 0102 0000 0000 0102 0000 0105 0000 0101 0202 0102
   Fr1, 0208 0202 0303 0102 0102 0108 0103 0101 0101 0101
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POP          
   WeM, 0203 0303 0303 0101 0103 0107 0303 0101 0101 0102
   WeM, 0303 0306 0303 0102 0103 0107 0101 0101 0103 0202
   WeM, 0303 0406 0204 0102 0102 0107 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0305 0303 0101 0303 0101 0101 0101 0102 0202
   WeM, 0303 0304 0203 0101 0105 0101 0303 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0305 0204 0102 0303 0101 0216 0101 0103 0202
   WeM, 0102 0305 0305 0102 0305 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0304 0203 0102 0303 0107 0303 0101 0103 0102
   WeM, 0000 0304 0203 0102 0303 0101 0303 0101 0103 0202
   WeM, 0203 0305 0304 0102 0205 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0305 0205 0205 0106 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0305 0303 0102 0303 0101 0203 0101 0102 0102
   WeM, 0103 0304 0305 0101 0102 0101 0203 0101 0103 0202
   WeM, 0303 0406 0303 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   WeM, 0102 0306 0303 0110 0505 0104 0206 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0204 0305 0205 0203 0104 0303 0101 0103 0202
   WeM, 0103 0106 0303 0305 0101 0101 0303 0101 0102 0202
   WeM, 0102 0304 0203 0101 0103 0107 0102 0101 0103 0202
   WeM, 0204 0203 0303 0102 0101 0101 0102 0101 0102 0102
   WeM, 0203 0306 0303 0102 0303 0101 0303 0101 0102 0102
   WeM, 0101 0303 0305 0105 0103 0101 0303 0101 0103 0202
   WeM, 0203 0306 0303 0202 0303 0104 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0404 0304 0101 0205 0307 0103 0101 0303 0102
   WeM, 0303 0306 0303 0102 0303 0101 0102 0101 0101 0102
   WeM, 0203 0304 0304 0102 0303 0101 0303 0101 0103 0202
   WeM, 0203 0304 0303 0103 0202 0101 0203 0101 0103 0202
   WeM, 0303 0203 0101 0102 0106 0101 0101 0101 0102 0202
   WeM, 0103 0303 0303 0101 0202 0101 0102 0101 0101 0102
   WeM, 0202 0303 0303 0102 0205 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0404 0303 0101 0000 0101 0102 0101 0102 0102          
   WeM, 0203 0303 0203 0101 0306 0106 0103 0101 0102 0202
   WeM, 0103 0204 0210 0103 0105 0101 0102 0101 0103 0202
   WeM, 0303 0505 0305 0102 0305 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0304 0303 0103 0101 0103 0101 0108 0101 0103 0202
   WeM, 0103 0303 0312 0103 0203 0101 0103 0101 0202 0102
   WeM, 0103 0304 0103 0102 0103 0107 0112 0101 0103 0202
   WeM, 0103 0305 0105 0102 0303 0101 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0103 0103 0101 0101 0106 0103 0101 0103 0202
   WeM, 0303 0304 0203 0101 0202 0107 0102 0101 0103 0202
   WeM, 0303 0505 0303 0101 0205 0107 0102 0101 0103 0202
   WeM, 0203 0304 0103 0205 0303 0103 0112 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0309 0303 0101 0105 0101 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0405 0303 0101 0205 0107 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0303 0103 0101 0303 0107 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0304 0203 0102 0303 0101 0113 0101 0103 0202
   WeM, 0102 0203 0303 0101 0000 0101 0103 0101 0101 0000
   WeM, 0103 0405 0304 0101 0303 0101 0103 0101 0000 0202
   WeM, 0303 0304 0305 0102 0305 0101 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0304 0303 0101 0103 0101 0101 0102 0101 0202
   WeM, 0203 0303 0203 0102 0306 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0303 0203 0101 0102 0101 0106 0107 0102 0202
   WeM, 0103 0304 0303 0102 0606 0101 0111 0101 0102 0102
   WeM, 0303 0301 0303 0103 0306 0101 0103 0101 0102 0102
   WeM, 0203 0404 0104 0101 0102 0101 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0303 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0101
   WeM, 0103 0305 0303 0304 0303 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0303 0306 0202 0206 0101 0101 0101 0102 0102
   WeM, 0000 0305 0306 0102 0103 0109 0303 0000 0102 0000
   WeM, 0203 0303 0307 0202 0203 0102 0103 0000 0202 0102         
   WeM, 0106 0204 0102 0102 0303 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0206 0303 0101 0103 0101 0101 0101 0303 0202
   WeM, 0103 0205 0303 0101 0103 0104 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0207 0303 0202 0203 0105 0102 0610 0303 0202
   WeM, 0102 0406 0306 0102 0102 0101 0103 0204 0103 0000
   WeM, 0101 0202 0304 0103 0203 0101 0303 0101 0101 0102
   WeM, 0303 0204 0303 0102 0203 0101 0303 0101 0101 0202
   WeM, 0106 0204 0203 0102 0303 0101 0101 0101 0103 0102
   WeM, 0101 0207 0303 0102 0103 0101 0101 0101 0103 0202
   WeM, 0203 0202 0103 0101 0105 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0101 0204 0303 0202 0305 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0303 0304 0102 0103 0101 0209 0101 0103 0202
   WeM, 0102 0304 0303 0101 0102 0107 0103 0101 0101 0102
   WeM, 0103 0404 0303 0101 0303 0101 0203 0101 0102 0202
   WeM, 0303 0306 0305 0101 0202 0101 0103 0101 0102 0202
   WeM, 0203 0305 0303 0102 0105 0101 0103 0107 0101 0202
   WeM, 0303 0103 0303 0102 0103 0101 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0206 0103 0102 0103 0101 0202 0101 0102 0202
   WeM, 0103 0409 0303 0203 0102 0103 0101 0101 0303 0202
   WeM, 0203 0405 0303 0102 0203 0105 0103 0101 0103 0102
   WeM, 0103 0409 0303 0303 0102 0101 0101 0101 0203 0202
   WeM, 0203 0305 0303 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0303 0303 0101 0203 0101 0306 0104 0103 0202
   WeM, 0103 0305 0303 0102 0203 0506 0101 0101 0103 0102
   WeM, 0103 0303 0303 0102 0203 0101 0303 0101 0102 0202
   WeM, 0103 0305 0103 0101 0203 0101 0102 0101 0102 0202
   WeM, 0101 0303 0303 0101 0303 0105 0101 0101 0202 0202
   WeM, 0203 0404 0303 0102 0203 0105 0101 0101 0303 0202
   WeM, 0103 0303 0305 0102 0303 0407 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0305 0103 0101 0105 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0304 0303 0101 0103 0101 0102 0101 0102 0202
   WeM, 0000 0303 0303 0101 0105 0101 0103 0101 0101 0000
   WeM, 0303 0309 0303 0102 0203 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0203 0203 0101 0103 0105 0101 0101 0101 0102
   WeM, 0103 0203 0206 0202 0203 0101 0307 0101 0101 0102
   WeM, 0303 0103 0303 0102 0203 0103 0202 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0105 0303 0102 0103 0103 0103 0101 0105 0102
   WeM, 0203 0405 0303 0101 0203 0506 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0304 0303 0101 0103 0107 0101 0101 0102 0202
   WeM, 0103 0404 0303 0203 0303 0101 0303 0101 0102 0202
   WeM, 0102 0303 0202 0102 0102 0101 0106 0101 0101 0202
   WeM, 0101 0204 0303 0101 0205 0101 0306 0101 0103 0202
   WeM, 0203 0311 0303 0103 0103 0101 0102 0101 0102 0102
   WeM, 0103 0303 0305 0101 0304 0104 0103 0101 0203 0202
   WeM, 0203 0311 0303 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   WeM, 0103 0304 0203 0205 0102 0104 0102 0101 0102 0202
   WeM, 0203 0506 0303 0101 0102 0101 0102 0106 0103 0202
   WeM, 0103 0303 0203 0105 0203 0104 0203 0101 0103 0102
   WeM, 0203 0304 0303 0103 0103 0107 0102 0101 0101 0102
   WeM, 0303 0303 0303 0202 0102 0101 0103 0101 0103 0102         
   WeM, 0303 0303 0204 0105 0105 0105 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0203 0303 0101 0203 0101 0101 0000 0103 0202
   WeM, 0000 0303 0103 0105 0102 0101 0106 0000 0103 0202
   WeM, 0203 0305 0303 0102 0205 0101 0103 0101 0102 0202
   WeM, 0000 0305 0103 0102 0105 0101 0303 0101 0102 0202
   WeM, 0303 0304 0304 0105 0103 0101 0203 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0304 0308 0205 0202 0101 0102 0101 0102 0000
   WeM, 0303 0303 0210 0102 0101 0101 0308 0000 0102 0202
   WeM, 0103 0303 0304 0505 0305 0107 0103 0000 0101 0202
   WeM, 0207 0304 0303 0102 0303 0101 0103 0000 0101 0202
   WeM, 0203 0303 0304 0105 0103 0102 0203 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0304 0308 0205 0102 0101 0101 0000 0102 0202
   WeM, 0103 0304 0110 0102 0101 0101 0303 0101 0102 0202
   WeM, 0102 0304 0103 0102 0102 0101 0206 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0305 0203 0105 0505 0203 0203 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0305 0304 0505 0305 0207 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0303 0304 0105 0305 0107 0101 0101 0102 0203
   WeM, 0203 0303 0303 0101 0305 0101 0103 0101 0203 0202
   WeM, 0303 0303 0404 0101 0103 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0305 0303 0102 0102 0101 0103 0000 0203 0202
   WeM, 0202 0303 0203 0102 0303 0101 0101 0101 0101 0102
   WeM, 0307 0304 0304 0101 0203 0102 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0202 0303 0203 0101 0305 0207 0101 0101 0101 0202
1.7. Μήτρες εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή GENECLASS
Η στατιστική εφαρμογή GENECLASS χρησιμοποιεί μήτρες εισαγωγής δεδομένων τής μορφής που απαιτεί και η 
εφαρμογή GENEPOP. 
Για την ταυτοποίηση του κάθε ατόμου με γνώμονα το δείγμα προέλευσής του, τόσο η μήτρα αναφοράς βάσει της 
οποίας θα διενεργηθεί η ταυτοποίηση όσο και η μήτρα των δειγμάτων που πρόκειται να  ταυτοποιηθούν, είναι 
ταυτόσημες. Συγκεκριμένα, στα πεδία του προγράμματος GENECLASS ‘’Reference populations:’’ και ‘’Samples to be 
assigned:’’ φορτώνεται η ίδια μήτρα και είναι αυτή που παρατίθεται παραπάνω (§ 1.2). 
Για την ταυτοποίηση του κάθε ατόμου με γνώμονα τον ορισθέντα υποπληθυσμό προέλευσής του, η μήτρα αναφοράς 
των ορισθέντων υποπληθυσμών προέλευσης των δειγμάτων (η οποία εισάγεται στο πεδίο ‘’Reference populations:’’) 
παρατίθεται αμέσως παρακάτω. Όσον αφορά τη μήτρα των δειγμάτων που πρόκειται να  ταυτοποιηθούν (και η οποία 
εισάγεται στο πεδίο ‘’Samples to be assigned:’’) είναι η ίδια με αυτή που παρατίθεται παραπάνω (§ 1.2).
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   WeM, 0202 0309 0305 0102 0101 0101 0102 0101 0101 0102
   WeM, 0203 0303 0203 0105 0305 0207 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0305 0304 0505 0305 0207 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0303 0303 0101 0103 0101 0102 0101 0103 0202
   WeM, 0103 0203 0303 0102 0101 0101 0203 0101 0103 0202
   WeM, 0202 0309 0103 0202 0101 0101 0206 0101 0101 0102          
   WeM, 0203 0303 0305 0202 0305 0101 0510 0101 0103 0202
   WeM, 0103 0304 0304 0101 0103 0101 0103 0107 0104 0102
   WeM, 0203 0303 0303 0103 0103 0407 0103 0106 0103 0202
   WeM, 0203 0305 0305 0111 0203 0101 0103 0106 0104 0202
   WeM, 0203 0406 0303 0102 0203 0101 0103 0101 0203 0202
   WeM, 0103 0203 0303 0102 0102 0101 0103 0101 0203 0202
   WeM, 0203 0306 0303 0105 0203 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0204 0305 0102 0205 0101 0103 0101 0202 0102
   WeM, 0107 0206 0303 0102 0303 0101 0101 0101 0103 0202
   WeM, 0203 0404 0203 0101 0103 0101 0103 0101 0101 0102
   WeM, 0102 0306 0204 0505 0103 0106 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0104 0404 0303 0202 0203 0101 0203 0101 0101 0202
   WeM, 0000 0307 0303 0102 0103 0101 0101 0101 0101 0000
   WeM, 0303 0309 0303 0105 0305 0101 0101 0101 0103 0202
   WeM, 0103 0306 0303 0000 0203 0101 0606 0101 0101 0000
   WeM, 0103 0304 0305 0203 0303 0101 0103 0101 0102 0102
   WeM, 0103 0304 0311 0102 0205 0107 0203 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0306 0303 0102 0105 0101 0101 0307 0101 0202
   WeM, 0102 0304 0103 0102 0303 0104 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0306 0103 0202 0102 0101 0203 0101 0303 0202
   WeM, 0203 0303 0304 0102 0101 0101 0304 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0404 0305 0203 0303 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0606 0304 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0202
   WeM, 0202 0204 0305 0205 0203 0101 0303 0000 0102 0202
   WeM, 0000 0306 0103 0208 0305 0107 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0303 0304 0101 0101 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0305 0303 0101 0203 0101 0303 0101 0101 0102
   WeM, 0103 0303 0303 0102 0305 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0303 0303 0102 0202 0103 0104 0101 0102 0102
   WeM, 0102 0304 0303 0102 0203 0104 0103 0101 0101 0202
POP          
   CeM, 0405 0205 0203 0102 0103 0105 0102 0101 0104 0102
   CeM, 0102 0304 0103 0203 0105 0107 0406 0101 0102 0102
   CeM, 0304 0405 0303 0101 0103 0101 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0103 0304 0303 0102 0102 0101 0102 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0204 0303 0110 0101 0101 0101 0101 0303 0102
   CeM, 0203 0305 0103 0101 0103 0102 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0304 0304 0103 0102 0101 0101 0102 0101 0202 0202
   CeM, 0102 0406 0303 0102 0103 0105 0303 0000 0102 0102
   CeM, 0102 0303 0103 0305 0102 0107 0206 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0206 0305 0101 0105 0607 0101 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0404 0103 0202 0101 0103 0107 0101 0202 0101
   CeM, 0202 0305 0303 0103 0303 0203 0303 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0205 0303 0202 0203 0101 0303 0102 0202 0202
   CeM, 0102 0104 0103 0101 0103 0104 0310 0101 0102 0101
   CeM, 0102 0304 0103 0203 0105 0101 0103 0101 0303 0202
   CeM, 0205 0303 0303 0303 0103 0102 0303 0101 0103 0102
   CeM, 0101 0304 0303 0102 0101 0107 0102 0101 0103 0202
   CeM, 0303 0204 0303 0102 0306 0101 0103 0101 0103 0000
   CeM, 0102 0203 0303 0311 0101 0101 0102 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0203 0304 0103 0103 0101 0101 0103 0000 0102
   CeM, 0203 0205 0303 0105 0105 0107 0202 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0305 0203 0105 0103 0104 0203 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0405 0103 0102 0103 0101 0106 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0305 0303 0205 0103 0101 0102 0101 0202 0101
   CeM, 0104 0306 0303 0505 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0204 0303 0101 0101 0103 0103 0103 0103 0102
   CeM, 0102 0203 0203 0105 0303 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0101 0304 0103 0102 0106 0103 0203 0101 0103 0202
   CeM, 0101 0203 0303 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0404 0304 0303 0101 0101 0306 0101 0103 0102
   CeM, 0103 0405 0304 0203 0101 0107 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0303 0308 0303 0105 0104 0507 0103 0101 0202 0101
   CeM, 0202 0304 0304 0105 0101 0101 0102 0101 0102 0101
   CeM, 0102 0303 0204 0102 0103 0101 0203 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0305 0303 0105 0106 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0304 0303 0205 0305 0101 0101 0101 0101 0101
   CeM, 0102 0404 0303 0205 0101 0101 0103 0102 0102 0102
   CeM, 0203 0305 0303 0203 0101 0106 0209 0101 0102 0202
   CeM, 0303 0206 0303 0101 0103 0307 0207 0104 0101 0202
   CeM, 0103 0303 0304 0101 0101 0407 0102 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0203 0303 0101 0101 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0406 0101 0101 0306 0101 0203 0101 0102 0102
   CeM, 0202 0103 0304 0102 0101 0101 0101 0107 0102 0101
   CeM, 0103 0203 0304 0105 0101 0101 0101 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0304 0304 0112 0102 0101 0306 0103 0102 0202
   CeM, 0103 0104 0303 0110 0305 0107 0105 0102 0101 0202
   CeM, 0101 0305 0310 0103 0203 0101 0101 0101 0203 0102
   CeM, 0104 0306 0410 0102 0103 0101 0102 0101 0103 0102
   CeM, 0103 0303 0303 0105 0106 0101 0203 0101 0102 0102
   CeM, 0101 0303 0304 0102 0103 0104 0102 0103 0102 0102          
   CeM, 0102 0303 0303 0103 0103 0101 0112 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0303 0303 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   CeM, 0000 0406 0303 0101 0101 0101 0101 0106 0102 0202
   CeM, 0303 0204 0303 0102 0105 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0305 0204 0304 0112 0105 0107 0303 0101 0102 0101
   CeM, 0202 0203 0101 0104 0105 0110 0101 0102 0203 0202
   CeM, 0203 0304 0304 0305 0101 0101 0106 0101 0101 0000
   CeM, 0202 0406 0103 0205 0104 0107 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0303 0303 0102 0101 0103 0204 0207 0101 0102
   CeM, 0203 0303 0305 0205 0101 0105 0106 0101 0101 0202
   CeM, 0202 0306 0303 0102 0103 0111 0112 0101 0202 0102
   CeM, 0204 0405 0303 0102 0101 0101 0312 0101 0101 0102
   CeM, 0204 0304 0304 0205 0101 0101 0101 0101 0203 0102
   CeM, 0202 0103 0103 0103 0103 0101 0103 0101 0202 0102
   CeM, 0102 0303 0303 0102 0102 0107 0106 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0202 0104 0102 0103 0101 0303 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0203 0103 0203 0101 0510 0101 0000 0203 0202
   CeM, 0103 0209 0304 0203 0103 0101 0306 0101 0202 0202
   CeM, 0303 0305 0210 0102 0102 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0304 0303 0103 0102 0101 0115 0101 0101 0202
   CeM, 0203 0205 0103 0104 0203 0107 0103 0101 0202 0202
   CeM, 0203 0203 0305 0103 0203 0101 0303 0101 0102 0202
   CeM, 0202 0404 0103 0105 0305 0104 0101 0101 0101 0202
   CeM, 0202 0303 0101 0102 0103 0103 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0304 0304 0111 0102 0102 0103 0303 0101 0000
   CeM, 0102 0205 0104 0202 0101 0103 0303 0101 0101 0102
   CeM, 0303 0304 0203 0101 0205 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0304 0203 0102 0103 0101 0114 0101 0102 0202
   CeM, 0304 0303 0303 0105 0101 0101 0306 0101 0103 0102
   CeM, 0203 0204 0304 0210 0101 0101 0102 0101 0101 0102          
   CeM, 0303 0102 0102 0102 0101 0101 0202 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0102 0102 0102 0101 0101 0203 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0103 0102 0102 0203 0101 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0103 0102 0103 0203 0102 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0202 0304 0304 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0101
   CeM, 0303 0405 0303 0102 0103 0101 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0303 0304 0303 0102 0102 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0102 0102 0102 0102 0101 0202 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0404 0303 0101 0102 0103 0308 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0404 0304 0204 0305 0101 0103 0101 0203 0101
   CeM, 0102 0304 0103 0101 0303 0101 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0408 0303 0111 0105 0404 0101 0101 0202 0102
   CeM, 0102 0304 0104 0103 0103 0204 0102 0102 0103 0202
   CeM, 0104 0405 0101 0105 0203 0104 0303 0101 0102 0202
   CeM, 0303 0303 0101 0203 0203 0107 0101 0101 0101 0101
   CeM, 0102 0404 0103 0102 0103 0104 0103 0107 0101 0102
   CeM, 0303 0304 0304 0106 0103 0104 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0303 0103 0205 0303 0107 0303 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0304 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0204 0103 0102 0102 0104 0102 0101 0202 0102
   CeM, 0102 0202 0103 0101 0105 0107 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0203 0203 0303 0203 0103 0107 0103 0101 0103 0101
   CeM, 0303 0203 0303 0103 0105 0307 0101 0102 0102 0102
   CeM, 0202 0505 0103 0205 0101 0407 0206 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0404 0103 0103 0203 0101 0103 0103 0101 0102
   CeM, 0103 0506 0303 0101 0103 0101 0303 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0303 0303 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0205 0103 0102 0102 0105 0303 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0404 0303 0102 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0303 0103 0102 0205 0101 0106 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0204 0303 0102 0305 0507 0102 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0205 0303 0112 0205 0101 0101 0101 0202 0102
   CeM, 0104 0406 0303 0202 0303 0103 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0203 0306 0205 0505 0101 0101 0101 0202 0202
   CeM, 0103 0204 0304 0102 0303 0102 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0101 0305 0103 0510 0105 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0303 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0204 0304 0101 0202 0105 0101 0303 0101 0103 0102
   CeM, 0101 0405 0103 0105 0203 0104 0303 0101 0202 0101
   CeM, 0203 0303 0303 0303 0103 0101 0111 0407 0102 0202
   CeM, 0203 0303 0304 0101 0101 0104 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0303 0304 0102 0103 0107 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0203 0103 0101 0305 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0304 0202 0101 0306 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0404 0103 0202 0303 0107 0101 0101 0203 0102
   CeM, 0303 0103 0103 0103 0101 0102 0202 0101 0101 0202
   CeM, 0303 0102 0303 0103 0101 0101 0202 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0203 0303 0102 0202 0101 0306 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0204 0305 0101 0205 0107 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0203 0304 0303 0105 0105 0103 0103 0101 0102 0102          
   CeM, 0103 0103 0303 0102 0203 0101 0101 0101 0103 0101
   CeM, 0101 0304 0203 0101 0106 0101 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0101 0506 0303 0205 0102 0103 0310 0101 0103 0102
   CeM, 0101 0306 0202 0311 0101 0107 0101 0101 0103 0202
   CeM, 0102 0203 0303 0105 0203 0101 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0303 0203 0308 0305 0101 0407 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0203 0204 0103 0103 0105 0101 0102 0105 0101 0202
   CeM, 0304 0304 0303 0101 0106 0102 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0102 0303 0202 0102 0101 0101 0106 0103 0202
   CeM, 0101 0203 0303 0202 0103 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0101 0304 0303 0203 0102 0107 0310 0101 0101 0102
   CeM, 0204 0305 0409 0101 0205 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0204 0203 0105 0102 0101 0101 0103 0202 0102
   CeM, 0103 0304 0203 0101 0106 0101 0101 0103 0103 0202
   CeM, 0102 0203 0103 0103 0203 0101 0101 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0203 0306 0102 0303 0101 0303 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0306 0306 0101 0205 0101 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0203 0203 0103 0101 0101 0103 0101 0103 0102 0102
   CeM, 0104 0203 0203 0101 0103 0107 0102 0102 0101 0102
   CeM, 0211 0204 0103 0102 0106 0103 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0303 0303 0303 0505 0101 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0204 0103 0103 0103 0107 0104 0102 0102 0102
   CeM, 0103 0404 0303 0101 0508 0105 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0406 0101 0102 0305 0103 0211 0101 0103 0101
   CeM, 0104 0404 0309 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0304 0105 0101 0105 0101 0102 0101 0103 0102
   CeM, 0203 0404 0103 0105 0101 0306 0102 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0204 0104 0305 0105 0107 0303 0102 0203 0102
   CeM, 0101 0203 0103 0101 0101 0303 0203 0101 0203 0102
   CeM, 0104 0404 0303 0101 0103 0103 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0303 0404 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0102
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   CeM, 0102 0204 0203 0105 0101 0103 0101 0106 0102 0102
   CeM, 0203 0103 0303 0205 0203 0101 0101 0101 0104 0202
   CeM, 0103 0204 0303 0102 0106 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0311 0204 0303 0102 0106 0107 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0311 0404 0304 0103 0103 0107 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0304 0304 0101 0206 0103 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0203 0204 0102 0105 0102 0101 0101 0101 0203 0102
   CeM, 0102 0304 0303 0112 0303 0101 0101 0101 0102 0101
   CeM, 0303 0205 0304 0202 0102 0303 0101 0101 0203 0202
   CeM, 0102 0305 0102 0205 0101 0103 0101 0101 0101 0101
   CeM, 0202 0206 0304 0105 0305 0101 0103 0106 0103 0202
   CeM, 0101 0204 0303 0205 0305 0104 0101 0101 0104 0202
   CeM, 0103 0103 0304 0102 0203 0101 0101 0202 0104 0202
   CeM, 0102 0405 0404 0101 0205 0205 0101 0101 0103 0202
   CeM, 0202 0206 0303 0105 0305 0101 0104 0101 0101 0102
   CeM, 0303 0304 0310 0101 0101 0107 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0000 0305 0303 0102 0505 0101 0106 0101 0101 0102          
   CeM, 0203 0306 0303 0109 0203 0103 0102 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0305 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0101 0202
   CeM, 0204 0404 0104 0205 0104 0101 0302 0105 0101 0202
   CeM, 0303 0409 0305 0103 0203 0107 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0611 0101 0105 0305 0107 0103 0108 0103 0202
   CeM, 0102 0506 0303 0205 0203 0104 0110 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0204 0105 0105 0105 0101 0303 0101 0103 0102
   CeM, 0101 0103 0303 0202 0103 0104 0102 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0304 0103 0305 0205 0107 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0101 0204 0103 0102 0103 0102 0105 0101 0106 0102
   CeM, 0204 0404 0103 0303 0104 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0303 0203 0304 0305 0101 0101 0203 0101 0203 0102
   CeM, 0203 0305 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0102 0405 0105 0203 0506 0107 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0303 0404 0105 0101 0103 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0303 0203 0103 0111 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0204 0103 0103 0101 0106 0102 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0209 0101 0102 0103 0101 0306 0101 0102 0101
   CeM, 0103 0303 0306 0311 0103 0102 0303 0000 0101 0202
   CeM, 0102 0205 0303 0105 0104 0101 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0304 0306 0101 0101 0107 0104 0101 0103 0202
   CeM, 0102 0203 0205 0101 0102 0105 0112 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0609 0103 0102 0105 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0204 0103 0105 0206 0101 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0203 0209 0107 0103 0305 0101 0203 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0203 0104 0101 0306 0104 0103 0106 0102 0102
   CeM, 0303 0303 0303 0105 0102 0101 0203 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0304 0103 0102 0105 0101 0103 0101 0103 0202
   CeM, 0203 0303 0103 0202 0203 0104 0102 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0404 0203 0101 0305 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0304 0303 0305 0101 0102 0317 0101 0303 0101
   CeM, 0104 0205 0103 0505 0103 0103 0306 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0204 0304 0105 0103 0203 0101 0103 0203 0102
   CeM, 0203 0203 0303 0105 0101 0101 0306 0101 0208 0202
   CeM, 0304 0304 0203 0111 0101 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0305 0303 0105 0101 0101 0101 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0304 0305 0101 0103 0103 0203 0101 0101 0202
   CeM, 0203 0406 0103 0205 0101 0101 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0102 0202 0103 0203 0206 0103 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0203 0304 0103 0101 0101 0101 0103 0106 0101 0101
   CeM, 0304 0304 0103 0203 0203 0101 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0101 0304 0101 0105 0103 0107 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0102 0203 0303 0105 0205 0101 0305 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0304 0102 0202 0102 0101 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0204 0307 0101 0205 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0000 0303 0304 0103 0000 0101 0101 0101 0202 0102
   CeM, 0104 0304 0405 0103 0105 0000 0102 0101 0102 0103
   CeM, 0103 0303 0203 0101 0306 0104 0102 0101 0101 0102
   CeM, 0204 0203 0203 0105 0105 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0202 0209 0204 0102 0103 0101 0203 0101 0101 0102          
   CeM, 0304 0304 0303 0202 0103 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0305 0104 0203 0105 0103 0101 0101 0101 0202
   CeM, 0104 0203 0102 0103 0101 0102 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0209 0203 0303 0106 0107 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0101 0303 0303 0102 0103 0104 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0309 0103 0205 0205 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0203 0203 0102 0105 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0304 0204 0303 0103 0101 0101 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0303 0303 0303 0102 0101 0101 0103 0000 0101 0102
   CeM, 0103 0305 0103 0103 0105 0102 0101 0000 0103 0102
   CeM, 0103 0404 0304 0102 0101 0102 0610 0101 0101 0102
   CeM, 0101 0204 0101 0205 0103 0104 0303 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0304 0304 0105 0105 0103 0107 0102 0101 0101
   CeM, 0203 0306 0103 0101 0105 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0202 0406 0303 0102 0101 0307 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0303 0303 0102 0304 0101 0115 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0405 0303 0101 0305 0101 0101 0101 0103 0202
   CeM, 0103 0305 0103 0202 0103 0104 0203 0101 0202 0102
   CeM, 0204 0304 0303 0113 0102 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0203 0204 0202 0102 0108 0303 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0202 0303 0202 0103 0103 0102 0107 0102 0202
   CeM, 0303 0404 0104 0101 0305 0107 0104 0101 0103 0202
   CeM, 0101 0103 0303 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0101
   CeM, 0103 0303 0203 0101 0202 0101 0114 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0205 0303 0305 0105 0101 0103 0101 0102 0101
   CeM, 0103 0204 0202 0103 0101 0101 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0303 0203 0305 0102 0101 0106 0101 0101 0303 0202
   CeM, 0203 0203 0303 0102 0101 0101 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0203 0305 0203 0101 0106 0111 0101 0303 0101
   CeM, 0303 0404 0103 0202 0305 0105 0116 0101 0101 0102
   CeM, 0101 0303 0103 0108 0102 0101 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0303 0304 0303 0101 0107 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0102 0304 0303 0203 0205 0101 0203 0101 0103 0102
   CeM, 0308 0404 0304 0103 0203 0107 0102 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0204 0103 0202 0102 0307 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0203 0303 0303 0102 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0202 0303 0101 0101 0105 0101 0101 0202 0102
   CeM, 0303 0203 0103 0203 0103 0407 0102 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0404 0103 0102 0303 0107 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0204 0304 0101 0106 0207 0606 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0303 0203 0105 0101 0107 0102 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0304 0305 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0304 0406 0102 0105 0103 0207 0101 0101 0101
   CeM, 0203 0310 0304 0102 0103 0507 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0304 0104 0112 0206 0107 0203 0102 0103 0102
   CeM, 0104 0404 0105 0101 0102 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0203 0303 0102 0103 0101 0103 0101 0103 0202
   CeM, 0103 0404 0306 0305 0205 0101 0112 0101 0103 0202
   CeM, 0103 0304 0203 0311 0305 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0203 0405 0303 0205 0101 0101 0103 0101 0101 0202          
   CeM, 0103 0303 0303 0305 0306 0104 0103 0101 0103 0101
   CeM, 0203 0305 0103 0203 0101 0101 0210 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0203 0304 0101 0203 0705 0203 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0304 0303 0203 0103 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0204 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0101 0101
   CeM, 0202 0202 0303 0105 0101 0107 0203 0101 0203 0102
   CeM, 0103 0205 0304 0203 0102 0101 0303 0101 0102 0101
   CeM, 0101 0404 0305 0102 0103 0101 0303 0101 0202 0102
   CeM, 0103 0303 0304 0203 0106 0101 0103 0101 0104 0202
   CeM, 0303 0305 0103 0103 0101 0101 0203 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0202 0103 0101 0103 0103 0106 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0202 0101 0203 0203 0104 0103 0102 0101 0202
   CeM, 0104 0305 0304 0102 0202 0307 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0409 0304 0101 0203 0102 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0303 0304 0105 0205 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0303 0305 0103 0102 0106 0101 0203 0101 0203 0202
   CeM, 0101 0203 0304 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0203 0404 0103 0202 0203 0101 0213 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0508 0303 0205 0306 0101 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0202 0203 0304 0303 0103 0101 0202 0101 0101 0202
   CeM, 0102 0304 0103 0205 0102 0101 0303 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0304 0303 0205 0103 0103 0101 0101 0203 0202
   CeM, 0101 0204 0305 0102 0101 0101 0303 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0209 0304 0102 0205 0104 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0404 0305 0101 0205 0102 0101 0103 0101 0202 0102
   CeM, 0304 0303 0101 0101 0103 0101 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0304 0304 0103 0202 0103 0101 0101 0101 0202 0102
   CeM, 0103 0306 0101 0205 0105 0104 0306 0107 0102 0102
   CeM, 0203 0305 0303 0103 0102 0101 0203 0101 0102 0101
   CeM, 0103 0405 0102 0102 0105 0103 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0404 0304 0103 0103 0101 0303 0101 0101 0101
   CeM, 0202 0203 0303 0102 0307 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0303 0305 0304 0102 0103 0103 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0203 0404 0104 0105 0103 0106 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0304 0104 0101 0305 0101 0303 0101 0205 0202
   CeM, 0303 0405 0303 0101 0305 0101 0102 0101 0103 0101
   CeM, 0303 0303 0304 0103 0102 0103 0303 0101 0202 0102
   CeM, 0101 0204 0304 0203 0102 0101 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0205 0203 0101 0512 0101 0101 0307 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0407 0102 0103 0205 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0204 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0206 0101 0102 0103 0101 0303 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0206 0306 0103 0103 0103 0102 0101 0103 0202
   CeM, 0102 0204 0304 0203 0103 0101 0102 0101 0202 0202
   CeM, 0203 0404 0303 0101 0102 0101 0103 0101 0303 0101
   CeM, 0102 0105 0101 0101 0101 0104 0102 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0203 0103 0102 0205 0507 0108 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0305 0103 0101 0101 0101 0103 0106 0101 0202
   CeM, 0101 0304 0304 0103 0205 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0303 0203 0103 0102 0105 0101 0103 0707 0101 0102          
   CeM, 0104 0303 0309 0303 0101 0101 0103 0000 0103 0202
   CeM, 0303 0303 0103 0101 0506 0101 0306 0108 0202 0202
   CeM, 0104 0104 0103 0102 0102 0101 0101 0101 0103 0101
   CeM, 0101 0204 0303 0102 0102 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0304 0408 0303 0101 0303 0101 0103 0102 0102 0102
   CeM, 0101 0305 0303 0102 0102 0101 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0304 0203 0103 0103 0305 0103 0203 0101 0102 0101
   CeM, 0304 0304 0103 0206 0205 0107 0306 0101 0101 0102
   CeM, 0404 0404 0102 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0204 0202 0101 0102 0305 0707 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0104 0406 0203 0105 0101 0405 0206 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0409 0304 0112 0101 0102 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0305 0303 0202 0103 0107 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0305 0102 0102 0101 0104 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0202 0303 0101 0101 0105 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0101 0203 0303 0205 0203 0107 0101 0101 0101 0202
   CeM, 0202 0203 0101 0101 0103 0103 0102 0101 0102 0202
   CeM, 0303 0104 0103 0102 0305 0105 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0404 0103 0102 0105 0107 0203 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0304 0103 0105 0103 0104 0203 0102 0203 0102
   CeM, 0103 0203 0304 0203 0102 0101 0303 0102 0102 0101
   CeM, 0103 0304 0305 0103 0102 0103 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0305 0303 0203 0505 0101 0103 0101 0101 0102          
   CeM, 0103 0304 0000 0102 0102 0103 0101 0000 0000 0202
   CeM, 0203 0202 0103 0106 0101 0101 0103 0000 0103 0202
   CeM, 0103 0204 0103 0111 0102 0103 0507 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0303 0304 0203 0202 0107 0106 0105 0101 0202
   CeM, 0102 0305 0103 0303 0102 0101 0107 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0304 0304 0505 0103 0107 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0304 0202 0103 0103 0101 0101 0106 0101 0303 0102
   CeM, 0203 0203 0303 0102 0203 0101 0101 0000 0102 0202
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   CeM, 0202 0204 0103 0205 0105 0101 0203 0101 0102 0101
   CeM, 0102 0304 0103 0507 0108 0102 0103 0000 0101 0202
   CeM, 0303 0204 0101 0205 0105 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0204 0303 0303 0103 0101 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0202 0103 0105 0103 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0101 0304 0103 0102 0103 0204 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0303 0304 0103 0111 0102 0103 0307 0101 0101 0102
   CeM, 0202 0202 0306 0105 0108 0103 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0202 0405 0101 0102 0102 0204 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0202 0303 0202 0102 0207 0317 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0404 0303 0102 0202 0107 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0404 0303 0102 0105 0101 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0304 0102 0103 0104 0101 0102 0101 0102 0102          
   CeM, 0102 0404 0304 0102 0203 0107 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0303 0203 0202 0101 0102 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0505 0104 0203 0103 0104 0206 0101 0103 0102
   CeM, 0203 0203 0303 0101 0101 0107 0101 0101 0103 0101
   CeM, 0202 0405 0103 0202 0203 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0303 0303 0203 0105 0107 0103 0101 0103 0101
   CeM, 0103 0304 0104 0101 0103 0107 0101 0101 0203 0202
   CeM, 0103 0305 0303 0101 0203 0103 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0205 0101 0102 0102 0101 0104 0101 0103 0102
   CeM, 0103 0303 0303 0102 0103 0101 0311 0101 0102 0101
   CeM, 0103 0206 0304 0103 0303 0102 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0409 0104 0105 0101 0101 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0306 0103 0101 0103 0107 0104 0101 0303 0102
   CeM, 0209 0304 0105 0105 0103 0101 0206 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0305 0104 0203 0101 0107 0103 0101 0103 0202
   CeM, 0102 0305 0303 0102 0103 0104 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0101 0205 0304 0101 0102 0107 0310 0101 0101 0101
   CeM, 0303 0409 0103 0103 0205 0104 0106 0101 0209 0102
   CeM, 0102 0304 0103 0105 0105 0104 0202 0105 0102 0000
   CeM, 0103 0405 0303 0101 0105 0101 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0101 0407 0000 0203 0101 0107 0103 0105 0000 0000
   CeM, 0101 0203 0303 0202 0105 0101 0303 0101 0203 0102
   CeM, 0202 0203 0101 0103 0103 0101 0106 0101 0101 0202
   CeM, 0101 0309 0303 0102 0305 0101 0106 0101 0101 0202
   CeM, 0203 0303 0304 0108 0105 0107 0303 0101 0102 0202          
   CeM, 0101 0304 0104 0102 0101 0107 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0303 0304 0104 0102 0103 0101 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0104 0305 0203 0305 0101 0101 0303 0101 0202 0102
   CeM, 0303 0205 0303 0102 0103 0101 0103 0101 0108 0202
   CeM, 0103 0505 0304 0102 0103 0107 0203 0101 0101 0202
   CeM, 0304 0303 0303 0105 0206 0103 0102 0101 0203 0101
   CeM, 0103 0305 0303 0101 0103 0101 0101 0103 0102 0102
   CeM, 0103 0304 0304 0102 0305 0107 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0101 0203 0104 0102 0101 0101 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0204 0404 0304 0103 0203 0107 0102 0101 0203 0202
   CeM, 0102 0409 0103 0102 0104 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0305 0104 0101 0305 0101 0102 0101 0102 0102
   CeM, 0203 0304 0204 0103 0305 0107 0202 0101 0102 0101
   CeM, 0303 0304 0307 0101 0101 0101 0303 0101 0103 0101
   CeM, 0103 0304 0304 0101 0101 0101 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0406 0303 0101 0101 0102 0103 0102 0101 0202
   CeM, 0101 0204 0304 0102 0105 0101 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0203 0103 0102 0205 0105 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0203 0303 0106 0101 0103 0103 0103 0101 0203 0102
   CeM, 0303 0203 0306 0105 0102 0105 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0405 0304 0102 0103 0105 0203 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0405 0303 0102 0103 0107 0303 0101 0203 0202
   CeM, 0102 0404 0304 0102 0103 0101 0203 0101 0101 0202
   CeM, 0303 0303 0303 0102 0103 0103 0303 0101 0203 0102
   CeM, 0111 0309 0203 0101 0102 0101 0101 0101 0103 0101
   CeM, 0303 0404 0104 0102 0101 0101 0102 0101 0103 0102
   CeM, 0104 0203 0203 0202 0305 0104 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0404 0103 0105 0102 0101 0303 0102 0102 0202
   CeM, 0101 0305 0304 0103 0101 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0202 0305 0103 0202 0102 0106 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0305 0103 0102 0103 0103 0102 0101 0102 0000
   CeM, 0101 0303 0101 0103 0101 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0203 0203 0105 0102 0107 0303 0106 0102 0102
   CeM, 0103 0406 0303 0101 0101 0107 0308 0101 0202 0202
   CeM, 0101 0102 0303 0105 0303 0101 0105 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0405 0101 0102 0506 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0104 0303 0203 0202 0205 0101 0203 0101 0102 0102
   CeM, 0101 0202 0303 0102 0101 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0304 0104 0102 0103 0104 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0303 0103 0101 0101 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0203 0103 0102 0101 0107 0103 0106 0101 0101
   CeM, 0203 0305 0103 0102 0106 0103 0106 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0303 0104 0101 0101 0101 0101 0101 0101 0102          
   CeM, 0303 0203 0203 0203 0103 0104 0103 0101 0205 0102
   CeM, 0303 0203 0103 0103 0202 0101 0107 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0505 0104 0101 0106 0102 0102 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0204 0303 0102 0105 0107 0104 0101 0102 0102
   CeM, 0203 0102 0306 0105 0101 0104 0303 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0404 0304 0101 0102 0101 0204 0101 0103 0202
   CeM, 0203 0204 0309 0103 0101 0101 0207 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0204 0103 0102 0101 0101 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0303 0102 0203 0202 0101 0101 0101 0102 0202
POP          
   Cyp, 0203 0506 0113 0202 0103 0107 0102 0101 0203 0202
   Cyp, 0102 0203 0101 0101 0203 0105 0303 0101 0103 0102
   Cyp, 0102 0203 0103 0101 0305 0107 0103 0101 0101 0101
   Cyp, 0103 0404 0404 0102 0105 0101 0101 0101 0202 0102
   Cyp, 0304 0304 0104 0303 0303 0101 0101 0101 0103 0102
   Cyp, 0103 0202 0101 0102 0305 0104 0103 0101 0103 0102
   Cyp, 0203 0209 0205 0102 0101 0107 0206 0101 0102 0202
   Cyp, 0202 0404 0103 0312 0103 0102 0101 0101 0101 0102
   Cyp, 0103 0505 0105 0303 0305 0107 0102 0101 0102 0102
   Cyp, 0303 0205 0101 0102 0106 0101 0103 0101 0103 0101
   Cyp, 0103 0205 0102 0103 0102 0101 0101 0101 0102 0102
   Cyp, 0103 0205 0104 0203 0203 0104 0101 0101 0102 0202
   Cyp, 0103 0203 0103 1010 0102 0104 0101 0000 0102 0202
   Cyp, 0202 0405 0101 1010 0103 0102 0101 0101 0101 0202
   Cyp, 0203 0304 0101 0312 0303 0104 0101 0101 0103 0102
   Cyp, 0103 0306 0303 0102 0205 0107 0103 0101 0102 0000
   Cyp, 0102 0505 0103 0101 0102 0407 0101 0101 0202 0101
   Cyp, 0103 0104 0103 0202 0105 0105 0303 0101 0102 0102
   Cyp, 0203 0405 0113 0202 0101 0706 0103 0101 0202 0102
   Cyp, 0103 0303 0104 0103 0103 0405 0103 0106 0101 0102
   Cyp, 0304 0205 0103 0102 0103 0407 0102 0101 0203 0202
   Cyp, 0102 0405 0105 0103 0105 0706 0106 0101 0102 0101
   Cyp, 0103 0304 0404 0103 0202 0101 0101 0101 0101 0102
   Cyp, 0101 0303 0103 0103 0101 0104 0308 0101 0101 0101
   Cyp, 0101 0202 0101 0202 0203 0404 0101 0101 0102 0102
   Cyp, 0303 0205 0101 0102 0103 0101 0101 0101 0203 0102
   Cyp, 0103 0506 0101 0101 0101 0105 0103 0101 0102 0202
   Cyp, 0101 0405 0103 0203 0101 0104 0103 0101 0203 0102
   Cyp, 0104 0305 0101 0203 0202 0407 0101 0101 0102 0101
   Cyp, 0103 0405 0109 0102 0305 0207 0101 0104 0202 0102         
   Cyp, 0203 0205 0102 0101 0105 0102 0103 0101 0101 0101
   Cyp, 0103 0303 0104 0103 0101 0101 0311 0101 0102 0101
   Cyp, 0303 0203 0103 0101 0405 0304 0101 0101 0103 0101
   Cyp, 0202 0304 0106 0205 0105 0107 0103 0104 0102 0102
   Cyp, 0303 0202 0101 0103 0103 0707 0103 0101 0101 0102
   Cyp, 0203 0304 0101 0105 0105 0104 0102 0101 0101 0102
   Cyp, 0103 0406 0102 0211 0103 0707 0303 0101 0101 0202
   Cyp, 0103 0205 0204 0102 0105 0107 0103 0101 0102 0102
   Cyp, 0102 0205 0103 0105 0105 0107 0103 0101 0202 0202
   Cyp, 0203 0202 0102 0102 0105 0102 0103 0101 0101 0101
   Cyp, 0202 0205 0106 0103 0103 0107 0106 0000 0101 0101
   Cyp, 0104 0505 0309 0105 0303 0101 0206 0101 0101 0102
   Cyp, 0103 0414 0102 0102 0102 0104 0203 0101 0103 0102
   Cyp, 0203 0303 0101 0103 0202 0104 0203 0101 0101 0102
   Cyp, 0303 0203 0104 0205 0105 0104 0306 0101 0102 0202
   Cyp, 0203 0303 0101 0105 0203 0103 0101 0105 0101 0102
   Cyp, 0203 0303 0101 0103 0202 0104 0103 0101 0101 0101
   Cyp, 0303 0406 0103 0105 0103 0101 0205 0101 0102 0101
   Cyp, 0303 0206 0103 0101 0101 0103 0312 0101 0103 0102
   Cyp, 0303 0405 0103 0305 0305 0404 0102 0101 0102 0102
   Cyp, 0303 0203 0404 0102 0205 0104 0101 0101 0101 0102
   Cyp, 0103 0305 0103 0103 0304 0304 0103 0101 0103 0101
   Cyp, 0204 0303 0101 0102 0105 0101 0101 0101 0102 0202
   Cyp, 0103 0406 0103 0510 0105 0103 0312 0101 0202 0000
POP          
   Isr, 0103 0505 0303 0101 0102 0105 0110 0101 0203 0101
   Isr, 0203 0303 0101 0202 0101 0104 0106 0101 0102 0202
   Isr, 0303 0203 0103 0105 0405 0305 0101 0101 0101 0102
   Isr, 0203 0304 0105 0103 0101 0101 0101 0101 0303 0102
   Isr, 0103 0406 0303 0202 0101 0104 0101 0101 0102 0102
   Isr, 0203 0303 0101 0305 0105 0101 0102 0101 0101 0102
   Isr, 0103 0405 0308 0202 0203 0104 0101 0101 0203 0102
   Isr, 0103 0303 0306 0102 0102 0101 0101 0101 0203 0102
   Isr, 0203 0305 0303 0205 0101 0101 0101 0106 0103 0102
   Isr, 0103 0303 0105 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0102
   Isr, 0102 0305 0305 0101 0105 0101 0103 0101 0202 0101
   Isr, 0103 0204 0305 0202 0303 0101 0103 0107 0303 0101
   Isr, 0203 0205 0103 0211 0203 0101 0103 0101 0102 0202
   Isr, 0103 0405 0103 0103 0102 0105 0306 0101 0000 0102
   Isr, 0311 0306 0101 0103 0102 0505 0103 0106 0102 0101
   Isr, 0111 0205 0101 0102 0101 0306 0101 0102 0202 0102
   Isr, 0202 0103 0101 0102 0305 0104 0115 0101 0101 0101
   Isr, 0203 0505 0303 0102 0105 0000 0101 0101 0101 0102
POP          
   CAL, 0303 0000 0303 0103 0000 0104 0303 0000 0102 0102
   CAL, 0303 0404 0102 0102 0102 0107 0103 0101 0000 0101
   CAL, 0103 0000 0101 0102 0000 0101 0101 0101 0202 0101
   CAL, 0203 0000 0301 0000 0000 0101 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0101 0404 0303 0000 0202 0107 0103 0101 0000 0202
   CAL, 0202 0204 0301 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0202
   CAL, 0202 0203 0301 0000 0105 0105 0103 0101 0101 0202
   CAL, 0203 0209 0303 0101 0202 0707 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0102 0304 0606 0101 0103 0107 0101 0101 0102 0101
   CAL, 0202 0000 0302 0101 0000 0101 0103 0101 0101 0000
   CAL, 0103 0204 0101 0205 0000 0707 0101 0101 0102 0101
   CAL, 0202 0203 0301 0202 0103 0707 0101 0101 0101 0102
   CAL, 0102 0203 0303 0105 0000 0707 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0202 0301 0101 0103 0103 0101 0101 0101 0101
   CAL, 0102 0305 0301 0101 0102 0107 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0101 0404 0301 0105 0102 0104 0303 0101 0202 0101
   CAL, 1111 0000 0301 0101 0000 0101 0103 0101 0101 0202
   CAL, 0203 0202 0303 0101 0105 0101 0103 0101 0101 0202
   CAL, 0203 0203 0303 0101 0000 0101 0303 0101 0101 0202
   CAL, 0103 0304 0303 0102 0000 0104 0303 0101 0102 0202
   CAL, 0203 0205 0303 0101 0203 0101 0103 0101 0202 0101
   CAL, 0103 0202 0301 0101 0203 0106 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0303 0404 0303 0103 0103 0104 0105 0101 0102 0101
   CAL, 0103 0204 0303 0202 0102 0305 0101 0101 0101 0202
   CAL, 0103 0303 0101 0101 0203 0107 0101 0101 0202 0102
   CAL, 0303 0205 0101 0103 0205 0107 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0101 0303 0313 0103 0303 0107 0105 0101 0101 0102
   CAL, 0203 0209 0302 0101 0303 0101 0101 0101 0101 0102
   CAL, 0000 0204 0301 0303 0103 0107 0105 0101 0102 0102
   CAL, 0000 0204 0306 0101 0203 0104 0103 0101 0102 0101          
   CAL, 0303 0204 0303 0000 0000 0101 0103 0000 0102 0102
   CAL, 0000 0204 0103 0101 0000 0101 0303 0101 0101 0101
   CAL, 0311 0304 0303 0103 0103 0101 0101 0101 0101 0102
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   CAL, 0311 0203 0113 0101 0000 0106 0103 0101 0102 0202
   CAL, 0000 0203 0113 0101 0303 0101 0103 0101 0101 0202
   CAL, 0000 0203 0313 0305 0000 0707 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0303 0405 0303 0103 0105 0103 0303 0101 0202 0101
   CAL, 0203 0000 0106 0101 0102 0707 0105 0101 0102 0000
   CAL, 0303 0203 0102 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0111 0305 0101 0102 0202 0707 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0202 0000 0101 0303 0101 0106 0103 0101 0102 0202
   CAL, 0211 0000 0103 0203 0102 0101 0103 0101 0202 0202
   CAL, 0111 0303 0103 0102 0303 0105 0303 0101 0202 0102
   CAL, 0111 0303 0101 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0303 0405 0613 0101 0303 0107 0101 0101 0101 0102
   CAL, 0111 0305 0303 0102 0205 0107 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0102 0000 0301 0102 0000 0101 0101 0000 0101 0102
   CAL, 0303 0204 0303 0101 0101 0106 0101 0101 0101 0102
   CAL, 0303 0305 0106 0102 0102 0101 0103 0101 0101 0202
   CAL, 0103 0000 0203 0101 0000 0101 0103 0000 0102 0101
   CAL, 0000 0209 0101 0101 0202 0101 0103 0000 0102 0102
   CAL, 0102 0205 0301 0101 0202 0107 0106 0000 0101 0101
   CAL, 0103 0202 0102 0101 0102 0104 0103 0101 0102 0202
   CAL, 0202 0203 0101 0101 0303 0101 0303 0101 0101 0101
   CAL, 0303 0205 0101 0102 0202 0103 0103 0101 0101 0101
   CAL, 0103 0000 0103 0101 0102 0103 0101 0101 0000 0102
   CAL, 0102 0000 0103 0101 0000 0101 0103 0000 0202 0101
   CAL, 0303 0405 0101 0101 0102 0304 0103 0101 0202 0101
   CAL, 0203 0203 0103 0203 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   CAL, 0102 0000 0101 0102 0000 0101 0101 0000 0101 0101          
   CAL, 0203 0204 0301 0101 0000 0107 0305 0000 0103 0102
   CAL, 0103 0205 0301 0101 0102 0107 0103 0101 0101 0101
   CAL, 0203 0203 0606 0101 0102 0101 0103 0101 0203 0102
   CAL, 0203 0203 0606 0203 0203 0304 0303 0101 0101 0102
   CAL, 0203 0404 0301 0101 0102 0104 0101 0101 0202 0102
   CAL, 0103 0209 0306 0101 0101 0707 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0103 0304 0303 0203 0205 0101 0103 0101 0106 0102
   CAL, 0303 0509 0106 0101 0103 0106 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0203 0405 0306 0101 0101 0407 0103 0101 0202 0101
   CAL, 0000 0205 0314 0101 0205 0101 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0303 0309 0000 0000 0000 0101 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0303 0305 0306 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0102
   CAL, 0303 0405 0306 0000 0101 0107 0101 0101 0101 0102
   CAL, 0203 0405 0306 0102 0103 0107 0101 0101 0102 0101
   CAL, 0203 0000 0307 0102 0202 0103 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0303 0303 0000 0000 0202 0101 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0203 0203 0306 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0303 0205 0303 0102 0105 0106 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0203 0204 0307 0203 0202 0000 0105 0101 0106 0102
   CAL, 0303 0304 0301 0303 0102 0107 0303 0101 0101 0202
   CAL, 0103 0404 0301 0203 0205 0101 0103 0101 0103 0102
   CAL, 0303 0409 0301 0102 0203 0000 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0303 0202 0301 0101 0303 0107 0303 0101 0203 0101
   CAL, 0203 0202 0106 0105 0102 0107 0103 0101 0203 0101
   CAL, 0203 0405 0101 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0000 0404 0303 0101 0305 0101 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0103 0202 0303 0101 0202 0000 0101 0101 0203 0102
   CAL, 0103 0202 0303 0303 0203 0101 0103 0101 0203 0202
   CAL, 0303 0405 0306 0102 0103 0104 0105 0101 0102 0101
   CAL, 0303 0000 0000 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0101          
   CAL, 0211 0000 0000 0103 0000 0103 0303 0000 0102 0101
   CAL, 0203 0000 0101 0105 0000 0101 0101 0000 0202 0202
   CAL, 0311 0000 0106 0102 0103 0101 0103 0000 0102 0101
   CAL, 0103 0000 0203 0101 0103 0101 0305 0000 0102 0102
   CAL, 0203 0000 0303 0101 0203 0104 0103 0000 0102 0102
   CAL, 0103 0000 0103 0105 0202 0307 0103 0000 0102 0000
   CAL, 0303 0304 0103 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0202
   CAL, 1111 0203 0101 0101 0202 0107 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0103 0505 0102 0101 0102 0101 0303 0101 0101 0102
   CAL, 0303 0202 0106 0102 0101 0107 0303 0101 0101 0202
   CAL, 0111 0409 0203 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0101
   CAL, 1111 0205 0303 0303 0101 0101 0303 0101 0202 0102
   CAL, 0303 0304 0303 0101 0303 0107 0303 0101 0102 0102
   CAL, 0303 0204 0103 0101 0102 0101 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0311 0304 0103 0101 0203 0107 0103 0101 0202 0202
   CAL, 0102 0409 0106 0202 0102 0101 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0103 0203 0103 0000 0203 0101 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0403 0103 0303 0103 0105 0109 0101 0101 0202
   CAL, 0101 0204 0303 0101 0203 0101 0305 0101 0102 0102
   CAL, 0103 0304 0103 0101 0103 0105 0101 0101 0101 0101
   CAL, 0311 0309 0613 0101 0105 0104 0101 0101 0101 0102
   CAL, 0203 0204 0101 0103 0101 0405 0101 0101 0101 0101
   CAL, 0103 0204 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0305 0303 0101 0202 0105 0303 0101 0102 0102
   CAL, 0303 0205 0306 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0203 0103 0101 0103 0707 0101 0101 0102 0101
   CAL, 0202 0203 0103 0103 0205 0104 0105 0101 0202 0101
   CAL, 0203 0405 0303 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0101
   CAL, 0111 0409 0101 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0311 0404 0103 0103 0101 0101 0303 0101 0000 0102          
   CAL, 0203 0205 0101 0105 0202 0104 0101 0101 0101 0102
   CAL, 0203 0403 0000 0000 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0101 0405 0303 0102 0203 0103 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0103 0209 0303 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0203 0205 0101 0101 0303 0105 0311 0101 0102 0102
   CAL, 0103 0202 0102 0101 0101 0101 0103 0101 0101 0101
   CAL, 0202 0404 0303 0101 0203 0101 0101 0101 0103 0102
   CAL, 0103 0205 0303 0101 0102 0105 0101 0101 0101 0102
   CAL, 0203 0204 0101 0101 0203 0101 0101 0101 0101 0102
   CAL, 0102 0204 0306 0205 0103 0101 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0203 0204 0103 0000 0103 0101 0103 0101 0000 0102
   CAL, 0102 0505 0203 0000 0101 0104 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0204 0102 0205 0103 0104 0103 0101 0000 0202
   CAL, 0103 0202 0305 0101 0202 0105 0303 0107 0000 0101
   CAL, 0203 0203 0103 0000 0000 0101 0103 0101 0000 0101
   CAL, 0103 0309 0101 0000 0103 0106 0101 0101 0000 0101
   CAL, 0103 0204 0105 0101 0202 0101 0103 0101 0000 0101
   CAL, 0101 0202 0203 0101 0202 0000 0101 0101 0000 0102
   CAL, 0102 0204 0101 0203 0202 0104 0103 0101 0101 0000
   CAL, 0203 0405 0102 0101 0101 0104 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0405 0303 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0309 0101 0101 0103 0305 0103 0101 0101 0101
   CAL, 0303 0202 0101 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0103 0405 0306 0101 0101 0101 0303 0101 0000 0101
   CAL, 0103 0000 0000 0000 0000 0101 0101 0000 0000 0000
   CAL, 0103 0204 0303 0000 0000 0103 0101 0101 0000 0102
   CAL, 0102 0404 0102 0101 0303 0101 0103 0101 0102 0000
   CAL, 0103 0204 0106 0105 0202 0101 0103 0101 0101 0101
   CAL, 0203 0509 0103 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0202 0305 0103 0103 0101 0101 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0000 0202 0101 0203 0102 0106 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0103 0309 0103 0103 0103 0101 0101 0101 0102 0101
   CAL, 0303 0205 0101 0101 0205 0101 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0101 0203 0113 0102 0205 0104 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0303 0204 0103 0103 0202 0101 0103 0101 0202 0102
   CAL, 0308 0305 0303 0102 0203 0101 0101 0101 0101 0202
   CAL, 0203 0204 0203 0101 0103 0407 0101 0101 0202 0101
   CAL, 0202 0405 0101 0102 0505 0101 0101 0101 0101 0101
   CAL, 0303 0205 0103 0101 0103 0407 0303 0101 0102 0101
   CAL, 0102 0204 0000 0103 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0208 0202 0101 0303 0101 0101 0101 0101 0202 0102
   CAL, 0203 0204 0101 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   CAL, 0102 0404 0103 0102 0305 0103 0103 0101 0101 0202
   CAL, 0203 0204 0103 0101 0102 0707 0306 0101 0000 0101
   CAL, 0308 0305 0103 0101 0303 0405 0101 0101 0102 0101
   CAL, 0303 0204 0303 0102 0203 0101 0303 0101 0102 0101
   CAL, 0303 0204 0306 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0303 0205 0101 0102 0103 0101 0303 0101 0102 0202
   CAL, 0208 0204 0213 0101 0105 0607 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0202 0203 0101 0103 0107 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0102 0204 0313 0102 0102 0101 0303 0101 0000 0101
   CAL, 0103 0405 0103 0102 0202 0101 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0103 0205 0303 0101 0101 0101 0303 0101 0101 0101
   CAL, 0102 0205 0203 0101 0102 0101 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0305 0203 0102 0203 0101 0103 0101 0202 0102
   CAL, 0203 0305 0206 0102 0105 0105 0101 0101 0000 0202
   CAL, 0303 0405 0313 0101 0103 0101 0103 0101 0203 0101
   CAL, 0203 0203 0106 0103 0103 0101 0101 0101 0101 0101
   CAL, 0308 0203 0106 0102 0202 0101 0101 0101 0101 0102
   CAL, 0102 0204 0203 0101 0102 0107 0101 0101 0102 0101
   CAL, 0101 0000 0303 0102 0303 0101 0103 0101 0102 0101 
   CAL, 0102 0000 0306 0103 0102 0101 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0303 0000 0101 0102 0103 0107 0303 0101 0101 0101
   CAL, 0102 0000 0406 0102 0203 0103 0101 0101 0102 0101
   CAL, 0308 0000 0106 0103 0102 0104 0103 0101 0202 0102
   CAL, 0203 0000 0103 0205 0103 0101 0103 0101 0202 0102
   CAL, 0308 0000 0106 0102 0102 0107 0303 0101 0106 0101
   CAL, 0203 0000 0306 0211 0205 0103 0106 0101 0101 0102
   CAL, 0308 0000 0101 0102 0000 0101 0103 0000 0000 0000
   CAL, 0101 0405 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0000 0305 0406 0102 0103 0104 0103 0101 0202 0202
   CAL, 0203 0000 0606 0102 0102 0104 0103 0101 0202 0202
   CAL, 0103 0303 0103 0102 0303 0104 0106 0101 0202 0101
   CAL, 0101 0202 0103 0101 0203 0104 0101 0101 0101 0102
   CAL, 0101 0509 0304 0103 0303 0101 0303 0000 0102 0000
   CAL, 0303 0506 0101 0103 0102 0101 0303 0101 0101 0102 
   CAL, 0102 0505 0101 0102 0000 0101 0103 0101 0101 0101
   CAL, 0308 0409 0304 0102 0103 0101 0101 0101 0202 0102
   CAL, 0303 0506 0101 0102 0102 0405 0101 0101 0202 0202
   CAL, 0102 0404 0106 0103 0102 0107 0103 0101 0202 0101 
   CAL, 0103 0304 0306 0102 0102 0101 0101 0101 0101 0102
   CAL, 0103 0505 0103 0102 0303 0101 0103 0101 0202 0101
   CAL, 0203 0506 0303 0102 0103 0104 0103 0101 0202 0101
   CAL, 0303 0000 0304 0102 0103 0101 0103 0101 0202 0000
   CAL, 0203 0000 0304 0102 0105 0107 0000 0101 0000 0102
   CAL, 0303 0000 0103 0102 0103 0103 0109 0101 0102 0102
   CAL, 0108 0305 0103 0102 0102 0107 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0101 0204 0406 0102 0103 0307 0101 0101 0101 0202
   CAL, 0303 0204 0303 0211 0101 0107 0109 0101 0102 0102
   CAL, 0308 0204 0303 0211 0205 0103 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0205 0206 0102 0102 0307 0303 0101 0102 0101
   CAL, 0102 0205 0306 0103 0205 0104 0103 0101 0102 0202
   CAL, 0101 0205 0102 0102 0303 0101 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0304 0303 0211 0103 0000 0303 0101 0101 0101
   CAL, 0203 0205 0303 0103 0203 0104 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0305 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0101 0102
   CAL, 0102 0405 0106 0102 0203 0407 0103 0101 0202 0101
   CAL, 0203 0303 0101 0102 0203 0104 0303 0101 0202 0102
   CAL, 0303 0204 0103 0203 0103 0101 0103 0101 0101 0101 
   CAL, 0308 0304 0101 0103 0101 0107 0103 0101 0102 0202
   CAL, 0303 0204 0306 0102 0303 0101 0103 0101 0202 0202
   CAL, 0203 0405 0103 0202 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   CAL, 0103 0505 0106 0102 0305 0107 0103 0101 0206 0102
   CAL, 0303 0309 0103 0102 0103 0104 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0303 0202 0103 0102 0203 0101 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0102 0505 0304 0103 0103 0103 0303 0101 0101 0102
   CAL, 0103 0409 0106 0102 0102 0107 0303 0101 0202 0102
   CAL, 0303 0000 0101 0103 0103 0107 0000 0101 0102 0101
   CAL, 0108 0305 0106 0102 0305 0101 0306 0101 0102 0101 
   CAL, 0103 0202 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0202 0101
   CAL, 0203 0909 0304 0102 0103 0101 0109 0101 0102 0101
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   CAL, 0303 0405 0606 0102 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   CAL, 0203 0203 0104 0102 0103 0107 0103 0101 0306 0101
   CAL, 0303 0202 0102 0102 0203 0103 0101 0101 0202 0102
   CAL, 0203 0205 0106 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0101
   CAL, 0203 0305 0106 0103 0103 0107 0303 0101 0102 0202
   CAL, 0308 0203 0106 0102 0203 0101 0101 0101 0206 0102
   CAL, 0103 0202 0306 0102 0101 0101 0103 0101 0202 0101
   CAL, 0103 0205 0102 0103 0205 0307 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0308 0309 0000 0102 0101 0104 0101 0101 0202 0202
   CAL, 0102 0404 0106 0102 0203 0000 0101 0101 0103 0101
   CAL, 0208 0209 0103 0103 0101 0103 0309 0101 0606 0101
   CAL, 0103 0509 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0202 0202
   CAL, 0203 0204 0306 0103 0203 0000 0103 0101 0102 0202
   CAL, 0203 0202 0106 0202 0203 0104 0101 0101 0102 0202
   CAL, 0102 0205 0101 0102 0103 0000 0303 0101 0101 0101
   CAL, 0308 0405 0113 0102 0103 0707 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0202 0409 0106 0105 0203 0104 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0103 0304 0101 0102 0305 0101 0103 0101 0103 0202
   CAL, 0203 0405 0606 0102 0303 0101 0303 0101 0000 0101
   CAL, 0203 0203 0203 0102 0103 0101 0103 0101 0203 0101
   CAL, 0202 0000 0103 0102 0203 0000 0103 0101 0106 0101
   CAL, 0103 0205 0113 0102 0101 0101 0101 0101 0102 0101
   CAL, 0208 0203 0101 0102 0205 0101 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0103 0000 0000 0102 0205 0000 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0101 0304 0106 0102 0303 0103 0103 0101 0102 0202
   CAL, 0203 0405 0303 0303 0102 0000 0303 0101 0103 0102
   CAL, 0208 0305 0103 0102 0102 0104 0103 0101 0101 0202
   CAL, 0308 0405 0306 0102 0303 0101 0101 0101 0102 0101
   CAL, 0103 0205 0103 0101 0203 0107 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0303 0205 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0106 0102
   CAL, 0000 0202 0101 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0303 0505 0303 0101 0103 0307 0103 0101 0202 0202
   CAL, 0103 0404 0113 0102 0203 0101 0309 0101 0103 0101
   CAL, 0101 0204 0203 0102 0203 0000 0101 0101 0202 0102
   CAL, 0308 0204 0106 0101 0102 0104 0303 0101 0106 0202
   CAL, 0103 0405 0106 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0409 0303 0102 0101 0104 0303 0101 0203 0202
   CAL, 0103 0405 0613 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0202
   CAL, 0000 0209 0000 0101 0103 0104 0103 0107 0202 0101
   CAL, 0102 0204 0313 0102 0202 0107 0000 0101 0102 0102
   CAL, 0103 0304 0106 0102 0102 0101 0000 0101 0102 0202
   CAL, 0203 0505 0606 0103 0205 0104 0103 0101 0202 0101
   CAL, 0103 0509 0606 0101 0103 0103 0303 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0203 0606 0101 0203 0101 0103 0101 0101 0101
   CAL, 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
   CAL, 0103 0204 0101 0203 0203 0406 0101 0101 0102 0202
   CAL, 0203 0202 0103 0101 0202 0104 0103 0101 0101 0202
   CAL, 0103 0205 0103 0203 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
   CAL, 0303 0204 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0303 0204 0106 0203 0102 0103 0303 0101 0102 0102
   CAL, 0311 0205 0103 0101 0103 0101 0303 0101 0101 0101
   CAL, 0102 0205 0303 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0209 0113 0000 0000 0107 0103 0101 0000 0202
   CAL, 0303 0204 0103 0103 0103 0101 0101 0101 0102 0202
   CAL, 0211 0309 0103 0102 0203 0104 0103 0101 0101 0202
   CAL, 0303 0203 0103 0102 0102 0103 0103 0101 0101 0000
   CAL, 0211 0202 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0404 0203 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   CAL, 0211 0205 0103 0102 0102 0304 0103 0101 0101 0202
   CAL, 0203 0404 0106 0205 0203 0103 0101 0101 0102 0102
   CAL, 0203 0204 0101 0102 0101 0103 0103 0101 0103 0101
   CAL, 0203 0205 0303 0101 0102 0103 0103 0101 0102 0202
   CAL, 1111 0304 0103 0102 0102 0103 0101 0101 0106 0101
   CAL, 0203 0203 0303 0101 0205 0104 0103 0101 0106 0102
   CAL, 0103 0202 0304 0203 0103 0107 0303 0101 0203 0101
   CAL, 0102 0202 0101 0102 0102 0105 0103 0101 0101 0202
   CAL, 0111 0204 0306 0103 0102 0103 0103 0101 0103 0102
   CAL, 0203 0304 0203 0102 0103 0103 0101 0101 0202 0102
   CAL, 0103 0204 0101 0101 0102 0101 0303 0101 0102 0102
   CAL, 0111 0203 0203 0102 0103 0104 0103 0101 0101 0202
   CAL, 0311 0202 0101 0103 0202 0707 0103 0101 0203 0202
   CAL, 0311 0202 0106 0102 0103 0104 0103 0101 0203 0102
   CAL, 0101 0203 0104 0102 0101 0107 0103 0101 0303 0102
   CAL, 0101 0509 0103 0102 0101 0103 0303 0101 0103 0102
   CAL, 0203 0405 0103 0103 0203 0505 0101 0101 0106 0101
   CAL, 0103 0209 0103 0000 0105 0103 0101 0101 0202 0000
   CAL, 0103 0204 0101 0101 0203 0103 0303 0101 0106 0202
   CAL, 0103 0305 0101 0101 0101 0103 0103 0101 0102 0000
   CAL, 0102 0405 0106 0102 0103 0103 0101 0101 0202 0101
   CAL, 0111 0404 0203 0102 0102 0103 0101 0101 0103 0202
   CAL, 0211 0205 0103 0103 0103 0106 0101 0101 0106 0101
   CAL, 0303 0209 0303 0103 0105 0107 0101 0101 0102 0000
   CAL, 0303 0202 0103 0102 0102 0107 0303 0101 0102 0202
   CAL, 0203 0405 0203 0205 0101 0103 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0103 0304 0303 0000 0101 0101 0101 0101 0202 0202
   CAL, 0303 0209 0103 0202 0105 0101 0101 0101 0102 0101
   CAL, 0103 0309 0306 0103 0205 0104 0103 0101 0202 0202
   CAL, 0101 0204 0101 0102 0203 0104 0303 0101 0103 0102
   CAL, 0308 0203 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0103 0102
   CAL, 0108 0202 0103 0101 0103 0101 0303 0101 0102 0202
   CAL, 0308 0202 0101 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0202
   CAL, 0108 0204 0103 0101 0203 0104 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0103 0202 0106 0102 0203 0104 0303 0101 0101 0202
   CAL, 0102 0000 0103 0000 0202 0407 0103 0000 0206 0101
   CAL, 0303 0203 0101 0203 0103 0101 0103 0101 0202 0102
   CAL, 0203 0404 0303 0205 0202 0104 0103 0101 0202 0102
   CAL, 0203 0405 0102 0102 0101 0103 0103 0101 0101 0101
   CAL, 0108 0202 0303 0101 0102 0104 0303 0101 0101 0102
   CAL, 0108 0202 0303 0101 0000 0104 0103 0101 0102 0102
   CAL, 0108 0202 0103 0101 0000 0104 0303 0101 0101 0202
   CAL, 0102 0203 0106 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0202
   CAL, 0101 0509 0304 0101 0105 0404 0303 0101 0202 0202
   CAL, 0808 0202 0101 0101 0102 0104 0303 0101 0102 0102
   CAL, 0101 0202 0103 0101 0102 0101 0303 0101 0101 0202
   CAL, 0203 0205 0304 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0203 0000 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0103 0202
   CAL, 0101 0509 0103 0103 0105 0404 0303 0101 0000 0202
   CAL, 0308 0204 0304 0101 0000 0101 0103 0101 0000 0202
   CAL, 0308 0303 0103 0203 0000 0101 0103 0101 0000 0101
   CAL, 0102 0409 0303 0102 0103 0107 0103 0101 0202 0102
   CAL, 0308 0909 0306 0000 0203 0101 0103 0101 0101 0102 
   CAL, 0203 0404 0606 0102 0202 0103 0303 0101 0106 0102
   CAL, 0102 0205 0306 0203 0505 0101 0103 0101 0101 0101
   CAL, 0203 0309 0303 0203 0102 0606 0101 0101 0101 0202
   CAL, 0809 0202 0306 0103 0202 0508 0103 0101 0101 0000
   CAL, 0103 0305 0106 0101 0102 0505 0306 0101 0103 0101
   CAL, 0203 0909 0306 0103 0102 0106 0103 0101 0101 0102
   CAL, 0209 0304 0306 0102 0102 0108 0103 0101 0101 0101
   CAL, 0303 0909 0306 0203 0202 0404 0101 0101 0000 0202
   CAL, 0102 0202 0203 0102 0205 0108 0103 0101 0202 0102
   CAL, 0103 0204 0303 0102 0000 0101 0101 0101 0106 0101 
   CAL, 0108 0205 0104 0102 0101 0105 0101 0101 0202 0102
   CAL, 0303 0202 0303 0202 0103 0108 0101 0101 0101 0101
   CAL, 0303 0305 0406 0101 0203 0101 0303 0101 0101 0101
   CAL, 0108 0305 0103 0102 0205 0101 0303 0101 0102 0102
   CAL, 0102 0203 0203 0203 0205 0108 0303 0101 0202 0101 
   CAL, 0308 0304 0303 0102 0000 0101 0101 0101 0202 0102
   CAL, 0102 0202 0304 0103 0105 0103 0101 0101 0000 0101
   CAL, 0203 0000 0101 0101 0103 0105 0101 0101 0000 0101
   CAL, 0203 0000 0104 0203 0305 0101 0101 0101 0202 0101
   CAL, 0103 0303 0101 0102 0103 0101 0303 0101 0101 0102
   CAL, 0303 0101 0304 0102 0101 0101 0306 0101 0101 0101
   CAL, 0203 0000 0103 0102 0000 0101 0303 0000 0101 0102
   CAL, 0303 0203 0203 0101 0102 0108 0303 0101 0202 0102
   CAL, 0203 0305 0103 0102 0000 0108 0103 0101 0102 0101
   CAL, 0102 0000 0000 0102 0000 0105 0000 0101 0202 0102
   CAL, 0208 0202 0303 0102 0102 0108 0103 0101 0101 0101
Τέλος, για την ταυτοποίηση κάθε διαχρονικού δείγματος από την περιοχή της Καλιφόρνιας με βάση τους υποπληθυσμούς 
της δυτικής, της κεντρικής και της ανατολικής Μεσογείου – με περαιτέρω διαχωρισμό του τελευταίου σε κυπριακό 
και ισραηλινό – χρησιμοποιείται η μήτρα αναφοράς των ορισθέντων υποπληθυσμών προέλευσης των δειγμάτων (η 
οποία εισάγεται στο πεδίο ‘’Reference populations:’’) και η μήτρα των διαχρονικών δειγμάτων της Καλιφόρνιας που 
πρόκειται να  ταυτοποιηθούν (η οποία εισάγεται στο πεδίο ‘’Samples to be assigned:’’). Οι μήτρες αυτές παρατίθενται, 
αντιστοίχως, αμέσως παρακάτω:











POP          
   WeM, 0203 0303 0303 0101 0103 0107 0303 0101 0101 0102
   WeM, 0303 0306 0303 0102 0103 0107 0101 0101 0103 0202
   WeM, 0303 0406 0204 0102 0102 0107 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0305 0303 0101 0303 0101 0101 0101 0102 0202
   WeM, 0303 0304 0203 0101 0105 0101 0303 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0305 0204 0102 0303 0101 0216 0101 0103 0202
   WeM, 0102 0305 0305 0102 0305 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0304 0203 0102 0303 0107 0303 0101 0103 0102
   WeM, 0000 0304 0203 0102 0303 0101 0303 0101 0103 0202
   WeM, 0203 0305 0304 0102 0205 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0305 0205 0205 0106 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0305 0303 0102 0303 0101 0203 0101 0102 0102
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   WeM, 0103 0304 0305 0101 0102 0101 0203 0101 0103 0202
   WeM, 0303 0406 0303 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   WeM, 0102 0306 0303 0110 0505 0104 0206 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0204 0305 0205 0203 0104 0303 0101 0103 0202
   WeM, 0103 0106 0303 0305 0101 0101 0303 0101 0102 0202
   WeM, 0102 0304 0203 0101 0103 0107 0102 0101 0103 0202
   WeM, 0204 0203 0303 0102 0101 0101 0102 0101 0102 0102
   WeM, 0203 0306 0303 0102 0303 0101 0303 0101 0102 0102
   WeM, 0101 0303 0305 0105 0103 0101 0303 0101 0103 0202
   WeM, 0203 0306 0303 0202 0303 0104 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0404 0304 0101 0205 0307 0103 0101 0303 0102
   WeM, 0303 0306 0303 0102 0303 0101 0102 0101 0101 0102
   WeM, 0203 0304 0304 0102 0303 0101 0303 0101 0103 0202
   WeM, 0203 0304 0303 0103 0202 0101 0203 0101 0103 0202
   WeM, 0303 0203 0101 0102 0106 0101 0101 0101 0102 0202
   WeM, 0103 0303 0303 0101 0202 0101 0102 0101 0101 0102
   WeM, 0202 0303 0303 0102 0205 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0404 0303 0101 0000 0101 0102 0101 0102 0102          
   WeM, 0203 0303 0203 0101 0306 0106 0103 0101 0102 0202
   WeM, 0103 0204 0210 0103 0105 0101 0102 0101 0103 0202
   WeM, 0303 0505 0305 0102 0305 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0304 0303 0103 0101 0103 0101 0108 0101 0103 0202
   WeM, 0103 0303 0312 0103 0203 0101 0103 0101 0202 0102
   WeM, 0103 0304 0103 0102 0103 0107 0112 0101 0103 0202
   WeM, 0103 0305 0105 0102 0303 0101 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0103 0103 0101 0101 0106 0103 0101 0103 0202
   WeM, 0303 0304 0203 0101 0202 0107 0102 0101 0103 0202
   WeM, 0303 0505 0303 0101 0205 0107 0102 0101 0103 0202
   WeM, 0203 0304 0103 0205 0303 0103 0112 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0309 0303 0101 0105 0101 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0405 0303 0101 0205 0107 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0303 0103 0101 0303 0107 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0304 0203 0102 0303 0101 0113 0101 0103 0202
   WeM, 0102 0203 0303 0101 0000 0101 0103 0101 0101 0000
   WeM, 0103 0405 0304 0101 0303 0101 0103 0101 0000 0202
   WeM, 0303 0304 0305 0102 0305 0101 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0304 0303 0101 0103 0101 0101 0102 0101 0202
   WeM, 0203 0303 0203 0102 0306 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0303 0203 0101 0102 0101 0106 0107 0102 0202
   WeM, 0103 0304 0303 0102 0606 0101 0111 0101 0102 0102
   WeM, 0303 0301 0303 0103 0306 0101 0103 0101 0102 0102
   WeM, 0203 0404 0104 0101 0102 0101 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0303 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0101
   WeM, 0103 0305 0303 0304 0303 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0303 0306 0202 0206 0101 0101 0101 0102 0102
   WeM, 0000 0305 0306 0102 0103 0109 0303 0000 0102 0000
   WeM, 0203 0303 0307 0202 0203 0102 0103 0000 0202 0102         
   WeM, 0106 0204 0102 0102 0303 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0206 0303 0101 0103 0101 0101 0101 0303 0202
   WeM, 0103 0205 0303 0101 0103 0104 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0207 0303 0202 0203 0105 0102 0610 0303 0202
   WeM, 0102 0406 0306 0102 0102 0101 0103 0204 0103 0000
   WeM, 0101 0202 0304 0103 0203 0101 0303 0101 0101 0102
   WeM, 0303 0204 0303 0102 0203 0101 0303 0101 0101 0202
   WeM, 0106 0204 0203 0102 0303 0101 0101 0101 0103 0102
   WeM, 0101 0207 0303 0102 0103 0101 0101 0101 0103 0202
   WeM, 0203 0202 0103 0101 0105 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0101 0204 0303 0202 0305 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0303 0304 0102 0103 0101 0209 0101 0103 0202
   WeM, 0102 0304 0303 0101 0102 0107 0103 0101 0101 0102
   WeM, 0103 0404 0303 0101 0303 0101 0203 0101 0102 0202
   WeM, 0303 0306 0305 0101 0202 0101 0103 0101 0102 0202
   WeM, 0203 0305 0303 0102 0105 0101 0103 0107 0101 0202
   WeM, 0303 0103 0303 0102 0103 0101 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0206 0103 0102 0103 0101 0202 0101 0102 0202
   WeM, 0103 0409 0303 0203 0102 0103 0101 0101 0303 0202
   WeM, 0203 0405 0303 0102 0203 0105 0103 0101 0103 0102
   WeM, 0103 0409 0303 0303 0102 0101 0101 0101 0203 0202
   WeM, 0203 0305 0303 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0303 0303 0101 0203 0101 0306 0104 0103 0202
   WeM, 0103 0305 0303 0102 0203 0506 0101 0101 0103 0102
   WeM, 0103 0303 0303 0102 0203 0101 0303 0101 0102 0202
   WeM, 0103 0305 0103 0101 0203 0101 0102 0101 0102 0202
   WeM, 0101 0303 0303 0101 0303 0105 0101 0101 0202 0202
   WeM, 0203 0404 0303 0102 0203 0105 0101 0101 0303 0202
   WeM, 0103 0303 0305 0102 0303 0407 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0305 0103 0101 0105 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0304 0303 0101 0103 0101 0102 0101 0102 0202
   WeM, 0000 0303 0303 0101 0105 0101 0103 0101 0101 0000
   WeM, 0303 0309 0303 0102 0203 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0203 0203 0101 0103 0105 0101 0101 0101 0102
   WeM, 0103 0203 0206 0202 0203 0101 0307 0101 0101 0102
   WeM, 0303 0103 0303 0102 0203 0103 0202 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0105 0303 0102 0103 0103 0103 0101 0105 0102
   WeM, 0203 0405 0303 0101 0203 0506 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0304 0303 0101 0103 0107 0101 0101 0102 0202
   WeM, 0103 0404 0303 0203 0303 0101 0303 0101 0102 0202
   WeM, 0102 0303 0202 0102 0102 0101 0106 0101 0101 0202
   WeM, 0101 0204 0303 0101 0205 0101 0306 0101 0103 0202
   WeM, 0203 0311 0303 0103 0103 0101 0102 0101 0102 0102
   WeM, 0103 0303 0305 0101 0304 0104 0103 0101 0203 0202
   WeM, 0203 0311 0303 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   WeM, 0103 0304 0203 0205 0102 0104 0102 0101 0102 0202
   WeM, 0203 0506 0303 0101 0102 0101 0102 0106 0103 0202
   WeM, 0103 0303 0203 0105 0203 0104 0203 0101 0103 0102
   WeM, 0203 0304 0303 0103 0103 0107 0102 0101 0101 0102
   WeM, 0303 0303 0303 0202 0102 0101 0103 0101 0103 0102         
   WeM, 0303 0303 0204 0105 0105 0105 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0203 0303 0101 0203 0101 0101 0000 0103 0202
   WeM, 0000 0303 0103 0105 0102 0101 0106 0000 0103 0202
   WeM, 0203 0305 0303 0102 0205 0101 0103 0101 0102 0202
   WeM, 0000 0305 0103 0102 0105 0101 0303 0101 0102 0202
   WeM, 0303 0304 0304 0105 0103 0101 0203 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0304 0308 0205 0202 0101 0102 0101 0102 0000
   WeM, 0303 0303 0210 0102 0101 0101 0308 0000 0102 0202
   WeM, 0103 0303 0304 0505 0305 0107 0103 0000 0101 0202
   WeM, 0207 0304 0303 0102 0303 0101 0103 0000 0101 0202
   WeM, 0203 0303 0304 0105 0103 0102 0203 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0304 0308 0205 0102 0101 0101 0000 0102 0202
   WeM, 0103 0304 0110 0102 0101 0101 0303 0101 0102 0202
   WeM, 0102 0304 0103 0102 0102 0101 0206 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0305 0203 0105 0505 0203 0203 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0305 0304 0505 0305 0207 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0303 0304 0105 0305 0107 0101 0101 0102 0203
   WeM, 0203 0303 0303 0101 0305 0101 0103 0101 0203 0202
   WeM, 0303 0303 0404 0101 0103 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0303 0305 0303 0102 0102 0101 0103 0000 0203 0202
   WeM, 0202 0303 0203 0102 0303 0101 0101 0101 0101 0102
   WeM, 0307 0304 0304 0101 0203 0102 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0202 0303 0203 0101 0305 0207 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0202 0309 0305 0102 0101 0101 0102 0101 0101 0102
   WeM, 0203 0303 0203 0105 0305 0207 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0305 0304 0505 0305 0207 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0303 0303 0101 0103 0101 0102 0101 0103 0202
   WeM, 0103 0203 0303 0102 0101 0101 0203 0101 0103 0202
   WeM, 0202 0309 0103 0202 0101 0101 0206 0101 0101 0102          
   WeM, 0203 0303 0305 0202 0305 0101 0510 0101 0103 0202
   WeM, 0103 0304 0304 0101 0103 0101 0103 0107 0104 0102
   WeM, 0203 0303 0303 0103 0103 0407 0103 0106 0103 0202
   WeM, 0203 0305 0305 0111 0203 0101 0103 0106 0104 0202
   WeM, 0203 0406 0303 0102 0203 0101 0103 0101 0203 0202
   WeM, 0103 0203 0303 0102 0102 0101 0103 0101 0203 0202
   WeM, 0203 0306 0303 0105 0203 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0204 0305 0102 0205 0101 0103 0101 0202 0102
   WeM, 0107 0206 0303 0102 0303 0101 0101 0101 0103 0202
   WeM, 0203 0404 0203 0101 0103 0101 0103 0101 0101 0102
   WeM, 0102 0306 0204 0505 0103 0106 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0104 0404 0303 0202 0203 0101 0203 0101 0101 0202
   WeM, 0000 0307 0303 0102 0103 0101 0101 0101 0101 0000
   WeM, 0303 0309 0303 0105 0305 0101 0101 0101 0103 0202
   WeM, 0103 0306 0303 0000 0203 0101 0606 0101 0101 0000
   WeM, 0103 0304 0305 0203 0303 0101 0103 0101 0102 0102
   WeM, 0103 0304 0311 0102 0205 0107 0203 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0306 0303 0102 0105 0101 0101 0307 0101 0202
   WeM, 0102 0304 0103 0102 0303 0104 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0306 0103 0202 0102 0101 0203 0101 0303 0202
   WeM, 0203 0303 0304 0102 0101 0101 0304 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0404 0305 0203 0303 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0203 0606 0304 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0202
   WeM, 0202 0204 0305 0205 0203 0101 0303 0000 0102 0202
   WeM, 0000 0306 0103 0208 0305 0107 0102 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0303 0304 0101 0101 0101 0101 0101 0101 0202
   WeM, 0102 0305 0303 0101 0203 0101 0303 0101 0101 0102
   WeM, 0103 0303 0303 0102 0305 0101 0103 0101 0101 0202
   WeM, 0103 0303 0303 0102 0202 0103 0104 0101 0102 0102
   WeM, 0102 0304 0303 0102 0203 0104 0103 0101 0101 0202
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   CeM, 0405 0205 0203 0102 0103 0105 0102 0101 0104 0102
   CeM, 0102 0304 0103 0203 0105 0107 0406 0101 0102 0102
   CeM, 0304 0405 0303 0101 0103 0101 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0103 0304 0303 0102 0102 0101 0102 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0204 0303 0110 0101 0101 0101 0101 0303 0102
   CeM, 0203 0305 0103 0101 0103 0102 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0304 0304 0103 0102 0101 0101 0102 0101 0202 0202
   CeM, 0102 0406 0303 0102 0103 0105 0303 0000 0102 0102
   CeM, 0102 0303 0103 0305 0102 0107 0206 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0206 0305 0101 0105 0607 0101 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0404 0103 0202 0101 0103 0107 0101 0202 0101
   CeM, 0202 0305 0303 0103 0303 0203 0303 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0205 0303 0202 0203 0101 0303 0102 0202 0202
   CeM, 0102 0104 0103 0101 0103 0104 0310 0101 0102 0101
   CeM, 0102 0304 0103 0203 0105 0101 0103 0101 0303 0202
   CeM, 0205 0303 0303 0303 0103 0102 0303 0101 0103 0102
   CeM, 0101 0304 0303 0102 0101 0107 0102 0101 0103 0202
   CeM, 0303 0204 0303 0102 0306 0101 0103 0101 0103 0000
   CeM, 0102 0203 0303 0311 0101 0101 0102 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0203 0304 0103 0103 0101 0101 0103 0000 0102
   CeM, 0203 0205 0303 0105 0105 0107 0202 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0305 0203 0105 0103 0104 0203 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0405 0103 0102 0103 0101 0106 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0305 0303 0205 0103 0101 0102 0101 0202 0101
   CeM, 0104 0306 0303 0505 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0204 0303 0101 0101 0103 0103 0103 0103 0102
   CeM, 0102 0203 0203 0105 0303 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0101 0304 0103 0102 0106 0103 0203 0101 0103 0202
   CeM, 0101 0203 0303 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0404 0304 0303 0101 0101 0306 0101 0103 0102
   CeM, 0103 0405 0304 0203 0101 0107 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0303 0308 0303 0105 0104 0507 0103 0101 0202 0101
   CeM, 0202 0304 0304 0105 0101 0101 0102 0101 0102 0101
   CeM, 0102 0303 0204 0102 0103 0101 0203 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0305 0303 0105 0106 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0304 0303 0205 0305 0101 0101 0101 0101 0101
   CeM, 0102 0404 0303 0205 0101 0101 0103 0102 0102 0102
   CeM, 0203 0305 0303 0203 0101 0106 0209 0101 0102 0202
   CeM, 0303 0206 0303 0101 0103 0307 0207 0104 0101 0202
   CeM, 0103 0303 0304 0101 0101 0407 0102 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0203 0303 0101 0101 0101 0103 0101 0101 0102
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   CeM, 0102 0406 0101 0101 0306 0101 0203 0101 0102 0102
   CeM, 0202 0103 0304 0102 0101 0101 0101 0107 0102 0101
   CeM, 0103 0203 0304 0105 0101 0101 0101 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0304 0304 0112 0102 0101 0306 0103 0102 0202
   CeM, 0103 0104 0303 0110 0305 0107 0105 0102 0101 0202
   CeM, 0101 0305 0310 0103 0203 0101 0101 0101 0203 0102
   CeM, 0104 0306 0410 0102 0103 0101 0102 0101 0103 0102
   CeM, 0103 0303 0303 0105 0106 0101 0203 0101 0102 0102
   CeM, 0101 0303 0304 0102 0103 0104 0102 0103 0102 0102          
   CeM, 0102 0303 0303 0103 0103 0101 0112 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0303 0303 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   CeM, 0000 0406 0303 0101 0101 0101 0101 0106 0102 0202
   CeM, 0303 0204 0303 0102 0105 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0305 0204 0304 0112 0105 0107 0303 0101 0102 0101
   CeM, 0202 0203 0101 0104 0105 0110 0101 0102 0203 0202
   CeM, 0203 0304 0304 0305 0101 0101 0106 0101 0101 0000
   CeM, 0202 0406 0103 0205 0104 0107 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0303 0303 0102 0101 0103 0204 0207 0101 0102
   CeM, 0203 0303 0305 0205 0101 0105 0106 0101 0101 0202
   CeM, 0202 0306 0303 0102 0103 0111 0112 0101 0202 0102
   CeM, 0204 0405 0303 0102 0101 0101 0312 0101 0101 0102
   CeM, 0204 0304 0304 0205 0101 0101 0101 0101 0203 0102
   CeM, 0202 0103 0103 0103 0103 0101 0103 0101 0202 0102
   CeM, 0102 0303 0303 0102 0102 0107 0106 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0202 0104 0102 0103 0101 0303 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0203 0103 0203 0101 0510 0101 0000 0203 0202
   CeM, 0103 0209 0304 0203 0103 0101 0306 0101 0202 0202
   CeM, 0303 0305 0210 0102 0102 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0304 0303 0103 0102 0101 0115 0101 0101 0202
   CeM, 0203 0205 0103 0104 0203 0107 0103 0101 0202 0202
   CeM, 0203 0203 0305 0103 0203 0101 0303 0101 0102 0202
   CeM, 0202 0404 0103 0105 0305 0104 0101 0101 0101 0202
   CeM, 0202 0303 0101 0102 0103 0103 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0304 0304 0111 0102 0102 0103 0303 0101 0000
   CeM, 0102 0205 0104 0202 0101 0103 0303 0101 0101 0102
   CeM, 0303 0304 0203 0101 0205 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0304 0203 0102 0103 0101 0114 0101 0102 0202
   CeM, 0304 0303 0303 0105 0101 0101 0306 0101 0103 0102
   CeM, 0203 0204 0304 0210 0101 0101 0102 0101 0101 0102          
   CeM, 0303 0102 0102 0102 0101 0101 0202 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0102 0102 0102 0101 0101 0203 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0103 0102 0102 0203 0101 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0103 0102 0103 0203 0102 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0202 0304 0304 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0101
   CeM, 0303 0405 0303 0102 0103 0101 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0303 0304 0303 0102 0102 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0102 0102 0102 0102 0101 0202 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0404 0303 0101 0102 0103 0308 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0404 0304 0204 0305 0101 0103 0101 0203 0101
   CeM, 0102 0304 0103 0101 0303 0101 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0408 0303 0111 0105 0404 0101 0101 0202 0102
   CeM, 0102 0304 0104 0103 0103 0204 0102 0102 0103 0202
   CeM, 0104 0405 0101 0105 0203 0104 0303 0101 0102 0202
   CeM, 0303 0303 0101 0203 0203 0107 0101 0101 0101 0101
   CeM, 0102 0404 0103 0102 0103 0104 0103 0107 0101 0102
   CeM, 0303 0304 0304 0106 0103 0104 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0303 0103 0205 0303 0107 0303 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0304 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0204 0103 0102 0102 0104 0102 0101 0202 0102
   CeM, 0102 0202 0103 0101 0105 0107 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0203 0203 0303 0203 0103 0107 0103 0101 0103 0101
   CeM, 0303 0203 0303 0103 0105 0307 0101 0102 0102 0102
   CeM, 0202 0505 0103 0205 0101 0407 0206 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0404 0103 0103 0203 0101 0103 0103 0101 0102
   CeM, 0103 0506 0303 0101 0103 0101 0303 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0303 0303 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0205 0103 0102 0102 0105 0303 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0404 0303 0102 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0303 0103 0102 0205 0101 0106 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0204 0303 0102 0305 0507 0102 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0205 0303 0112 0205 0101 0101 0101 0202 0102
   CeM, 0104 0406 0303 0202 0303 0103 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0203 0306 0205 0505 0101 0101 0101 0202 0202
   CeM, 0103 0204 0304 0102 0303 0102 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0101 0305 0103 0510 0105 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0303 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0204 0304 0101 0202 0105 0101 0303 0101 0103 0102
   CeM, 0101 0405 0103 0105 0203 0104 0303 0101 0202 0101
   CeM, 0203 0303 0303 0303 0103 0101 0111 0407 0102 0202
   CeM, 0203 0303 0304 0101 0101 0104 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0303 0304 0102 0103 0107 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0203 0103 0101 0305 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0304 0202 0101 0306 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0404 0103 0202 0303 0107 0101 0101 0203 0102
   CeM, 0303 0103 0103 0103 0101 0102 0202 0101 0101 0202
   CeM, 0303 0102 0303 0103 0101 0101 0202 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0203 0303 0102 0202 0101 0306 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0204 0305 0101 0205 0107 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0203 0304 0303 0105 0105 0103 0103 0101 0102 0102          
   CeM, 0103 0103 0303 0102 0203 0101 0101 0101 0103 0101
   CeM, 0101 0304 0203 0101 0106 0101 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0101 0506 0303 0205 0102 0103 0310 0101 0103 0102
   CeM, 0101 0306 0202 0311 0101 0107 0101 0101 0103 0202
   CeM, 0102 0203 0303 0105 0203 0101 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0303 0203 0308 0305 0101 0407 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0203 0204 0103 0103 0105 0101 0102 0105 0101 0202
   CeM, 0304 0304 0303 0101 0106 0102 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0102 0303 0202 0102 0101 0101 0106 0103 0202
   CeM, 0101 0203 0303 0202 0103 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0101 0304 0303 0203 0102 0107 0310 0101 0101 0102
   CeM, 0204 0305 0409 0101 0205 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0204 0203 0105 0102 0101 0101 0103 0202 0102
   CeM, 0103 0304 0203 0101 0106 0101 0101 0103 0103 0202
   CeM, 0102 0203 0103 0103 0203 0101 0101 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0203 0306 0102 0303 0101 0303 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0306 0306 0101 0205 0101 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0203 0203 0103 0101 0101 0103 0101 0103 0102 0102
   CeM, 0104 0203 0203 0101 0103 0107 0102 0102 0101 0102
   CeM, 0211 0204 0103 0102 0106 0103 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0303 0303 0303 0505 0101 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0204 0103 0103 0103 0107 0104 0102 0102 0102
   CeM, 0103 0404 0303 0101 0508 0105 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0406 0101 0102 0305 0103 0211 0101 0103 0101
   CeM, 0104 0404 0309 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0304 0105 0101 0105 0101 0102 0101 0103 0102
   CeM, 0203 0404 0103 0105 0101 0306 0102 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0204 0104 0305 0105 0107 0303 0102 0203 0102
   CeM, 0101 0203 0103 0101 0101 0303 0203 0101 0203 0102
   CeM, 0104 0404 0303 0101 0103 0103 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0303 0404 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0204 0203 0105 0101 0103 0101 0106 0102 0102
   CeM, 0203 0103 0303 0205 0203 0101 0101 0101 0104 0202
   CeM, 0103 0204 0303 0102 0106 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0311 0204 0303 0102 0106 0107 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0311 0404 0304 0103 0103 0107 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0304 0304 0101 0206 0103 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0203 0204 0102 0105 0102 0101 0101 0101 0203 0102
   CeM, 0102 0304 0303 0112 0303 0101 0101 0101 0102 0101
   CeM, 0303 0205 0304 0202 0102 0303 0101 0101 0203 0202
   CeM, 0102 0305 0102 0205 0101 0103 0101 0101 0101 0101
   CeM, 0202 0206 0304 0105 0305 0101 0103 0106 0103 0202
   CeM, 0101 0204 0303 0205 0305 0104 0101 0101 0104 0202
   CeM, 0103 0103 0304 0102 0203 0101 0101 0202 0104 0202
   CeM, 0102 0405 0404 0101 0205 0205 0101 0101 0103 0202
   CeM, 0202 0206 0303 0105 0305 0101 0104 0101 0101 0102
   CeM, 0303 0304 0310 0101 0101 0107 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0000 0305 0303 0102 0505 0101 0106 0101 0101 0102          
   CeM, 0203 0306 0303 0109 0203 0103 0102 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0305 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0101 0202
   CeM, 0204 0404 0104 0205 0104 0101 0302 0105 0101 0202
   CeM, 0303 0409 0305 0103 0203 0107 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0611 0101 0105 0305 0107 0103 0108 0103 0202
   CeM, 0102 0506 0303 0205 0203 0104 0110 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0204 0105 0105 0105 0101 0303 0101 0103 0102
   CeM, 0101 0103 0303 0202 0103 0104 0102 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0304 0103 0305 0205 0107 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0101 0204 0103 0102 0103 0102 0105 0101 0106 0102
   CeM, 0204 0404 0103 0303 0104 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0303 0203 0304 0305 0101 0101 0203 0101 0203 0102
   CeM, 0203 0305 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0102 0405 0105 0203 0506 0107 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0303 0404 0105 0101 0103 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0303 0203 0103 0111 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0204 0103 0103 0101 0106 0102 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0209 0101 0102 0103 0101 0306 0101 0102 0101
   CeM, 0103 0303 0306 0311 0103 0102 0303 0000 0101 0202
   CeM, 0102 0205 0303 0105 0104 0101 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0304 0306 0101 0101 0107 0104 0101 0103 0202
   CeM, 0102 0203 0205 0101 0102 0105 0112 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0609 0103 0102 0105 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0204 0103 0105 0206 0101 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0203 0209 0107 0103 0305 0101 0203 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0203 0104 0101 0306 0104 0103 0106 0102 0102
   CeM, 0303 0303 0303 0105 0102 0101 0203 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0304 0103 0102 0105 0101 0103 0101 0103 0202
   CeM, 0203 0303 0103 0202 0203 0104 0102 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0404 0203 0101 0305 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0304 0303 0305 0101 0102 0317 0101 0303 0101
   CeM, 0104 0205 0103 0505 0103 0103 0306 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0204 0304 0105 0103 0203 0101 0103 0203 0102
   CeM, 0203 0203 0303 0105 0101 0101 0306 0101 0208 0202
   CeM, 0304 0304 0203 0111 0101 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0305 0303 0105 0101 0101 0101 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0304 0305 0101 0103 0103 0203 0101 0101 0202
   CeM, 0203 0406 0103 0205 0101 0101 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0102 0202 0103 0203 0206 0103 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0203 0304 0103 0101 0101 0101 0103 0106 0101 0101
   CeM, 0304 0304 0103 0203 0203 0101 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0101 0304 0101 0105 0103 0107 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0102 0203 0303 0105 0205 0101 0305 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0304 0102 0202 0102 0101 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0204 0307 0101 0205 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0000 0303 0304 0103 0000 0101 0101 0101 0202 0102
   CeM, 0104 0304 0405 0103 0105 0000 0102 0101 0102 0103
   CeM, 0103 0303 0203 0101 0306 0104 0102 0101 0101 0102
   CeM, 0204 0203 0203 0105 0105 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0202 0209 0204 0102 0103 0101 0203 0101 0101 0102          
   CeM, 0304 0304 0303 0202 0103 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0305 0104 0203 0105 0103 0101 0101 0101 0202
   CeM, 0104 0203 0102 0103 0101 0102 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0209 0203 0303 0106 0107 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0101 0303 0303 0102 0103 0104 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0309 0103 0205 0205 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0203 0203 0102 0105 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0304 0204 0303 0103 0101 0101 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0303 0303 0303 0102 0101 0101 0103 0000 0101 0102
   CeM, 0103 0305 0103 0103 0105 0102 0101 0000 0103 0102
   CeM, 0103 0404 0304 0102 0101 0102 0610 0101 0101 0102
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   CeM, 0101 0204 0101 0205 0103 0104 0303 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0304 0304 0105 0105 0103 0107 0102 0101 0101
   CeM, 0203 0306 0103 0101 0105 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0202 0406 0303 0102 0101 0307 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0303 0303 0102 0304 0101 0115 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0405 0303 0101 0305 0101 0101 0101 0103 0202
   CeM, 0103 0305 0103 0202 0103 0104 0203 0101 0202 0102
   CeM, 0204 0304 0303 0113 0102 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0203 0204 0202 0102 0108 0303 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0202 0303 0202 0103 0103 0102 0107 0102 0202
   CeM, 0303 0404 0104 0101 0305 0107 0104 0101 0103 0202
   CeM, 0101 0103 0303 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0101
   CeM, 0103 0303 0203 0101 0202 0101 0114 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0205 0303 0305 0105 0101 0103 0101 0102 0101
   CeM, 0103 0204 0202 0103 0101 0101 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0303 0203 0305 0102 0101 0106 0101 0101 0303 0202
   CeM, 0203 0203 0303 0102 0101 0101 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0203 0305 0203 0101 0106 0111 0101 0303 0101
   CeM, 0303 0404 0103 0202 0305 0105 0116 0101 0101 0102
   CeM, 0101 0303 0103 0108 0102 0101 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0303 0304 0303 0101 0107 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0102 0304 0303 0203 0205 0101 0203 0101 0103 0102
   CeM, 0308 0404 0304 0103 0203 0107 0102 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0204 0103 0202 0102 0307 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0203 0303 0303 0102 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0202 0303 0101 0101 0105 0101 0101 0202 0102
   CeM, 0303 0203 0103 0203 0103 0407 0102 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0404 0103 0102 0303 0107 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0204 0304 0101 0106 0207 0606 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0303 0203 0105 0101 0107 0102 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0304 0305 0102 0103 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0304 0406 0102 0105 0103 0207 0101 0101 0101
   CeM, 0203 0310 0304 0102 0103 0507 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0304 0104 0112 0206 0107 0203 0102 0103 0102
   CeM, 0104 0404 0105 0101 0102 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0203 0303 0102 0103 0101 0103 0101 0103 0202
   CeM, 0103 0404 0306 0305 0205 0101 0112 0101 0103 0202
   CeM, 0103 0304 0203 0311 0305 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0203 0405 0303 0205 0101 0101 0103 0101 0101 0202          
   CeM, 0103 0303 0303 0305 0306 0104 0103 0101 0103 0101
   CeM, 0203 0305 0103 0203 0101 0101 0210 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0203 0304 0101 0203 0705 0203 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0304 0303 0203 0103 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0204 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0101 0101
   CeM, 0202 0202 0303 0105 0101 0107 0203 0101 0203 0102
   CeM, 0103 0205 0304 0203 0102 0101 0303 0101 0102 0101
   CeM, 0101 0404 0305 0102 0103 0101 0303 0101 0202 0102
   CeM, 0103 0303 0304 0203 0106 0101 0103 0101 0104 0202
   CeM, 0303 0305 0103 0103 0101 0101 0203 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0202 0103 0101 0103 0103 0106 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0202 0101 0203 0203 0104 0103 0102 0101 0202
   CeM, 0104 0305 0304 0102 0202 0307 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0409 0304 0101 0203 0102 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0303 0304 0105 0205 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0303 0305 0103 0102 0106 0101 0203 0101 0203 0202
   CeM, 0101 0203 0304 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0203 0404 0103 0202 0203 0101 0213 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0508 0303 0205 0306 0101 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0202 0203 0304 0303 0103 0101 0202 0101 0101 0202
   CeM, 0102 0304 0103 0205 0102 0101 0303 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0304 0303 0205 0103 0103 0101 0101 0203 0202
   CeM, 0101 0204 0305 0102 0101 0101 0303 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0209 0304 0102 0205 0104 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0404 0305 0101 0205 0102 0101 0103 0101 0202 0102
   CeM, 0304 0303 0101 0101 0103 0101 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0304 0304 0103 0202 0103 0101 0101 0101 0202 0102
   CeM, 0103 0306 0101 0205 0105 0104 0306 0107 0102 0102
   CeM, 0203 0305 0303 0103 0102 0101 0203 0101 0102 0101
   CeM, 0103 0405 0102 0102 0105 0103 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0404 0304 0103 0103 0101 0303 0101 0101 0101
   CeM, 0202 0203 0303 0102 0307 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0303 0305 0304 0102 0103 0103 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0203 0404 0104 0105 0103 0106 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0304 0104 0101 0305 0101 0303 0101 0205 0202
   CeM, 0303 0405 0303 0101 0305 0101 0102 0101 0103 0101
   CeM, 0303 0303 0304 0103 0102 0103 0303 0101 0202 0102
   CeM, 0101 0204 0304 0203 0102 0101 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0205 0203 0101 0512 0101 0101 0307 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0407 0102 0103 0205 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0204 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0206 0101 0102 0103 0101 0303 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0206 0306 0103 0103 0103 0102 0101 0103 0202
   CeM, 0102 0204 0304 0203 0103 0101 0102 0101 0202 0202
   CeM, 0203 0404 0303 0101 0102 0101 0103 0101 0303 0101
   CeM, 0102 0105 0101 0101 0101 0104 0102 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0203 0103 0102 0205 0507 0108 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0305 0103 0101 0101 0101 0103 0106 0101 0202
   CeM, 0101 0304 0304 0103 0205 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0303 0203 0103 0102 0105 0101 0103 0707 0101 0102          
   CeM, 0104 0303 0309 0303 0101 0101 0103 0000 0103 0202
   CeM, 0303 0303 0103 0101 0506 0101 0306 0108 0202 0202
   CeM, 0104 0104 0103 0102 0102 0101 0101 0101 0103 0101
   CeM, 0101 0204 0303 0102 0102 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0304 0408 0303 0101 0303 0101 0103 0102 0102 0102
   CeM, 0101 0305 0303 0102 0102 0101 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0304 0203 0103 0103 0305 0103 0203 0101 0102 0101
   CeM, 0304 0304 0103 0206 0205 0107 0306 0101 0101 0102
   CeM, 0404 0404 0102 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0204 0202 0101 0102 0305 0707 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0104 0406 0203 0105 0101 0405 0206 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0409 0304 0112 0101 0102 0203 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0305 0303 0202 0103 0107 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0305 0102 0102 0101 0104 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0202 0303 0101 0101 0105 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0101 0203 0303 0205 0203 0107 0101 0101 0101 0202
   CeM, 0202 0203 0101 0101 0103 0103 0102 0101 0102 0202
   CeM, 0303 0104 0103 0102 0305 0105 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0404 0103 0102 0105 0107 0203 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0304 0103 0105 0103 0104 0203 0102 0203 0102
   CeM, 0103 0203 0304 0203 0102 0101 0303 0102 0102 0101
   CeM, 0103 0304 0305 0103 0102 0103 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0305 0303 0203 0505 0101 0103 0101 0101 0102          
   CeM, 0103 0304 0000 0102 0102 0103 0101 0000 0000 0202
   CeM, 0203 0202 0103 0106 0101 0101 0103 0000 0103 0202
   CeM, 0103 0204 0103 0111 0102 0103 0507 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0303 0304 0203 0202 0107 0106 0105 0101 0202
   CeM, 0102 0305 0103 0303 0102 0101 0107 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0304 0304 0505 0103 0107 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0304 0202 0103 0103 0101 0101 0106 0101 0303 0102
   CeM, 0203 0203 0303 0102 0203 0101 0101 0000 0102 0202
   CeM, 0202 0204 0103 0205 0105 0101 0203 0101 0102 0101
   CeM, 0102 0304 0103 0507 0108 0102 0103 0000 0101 0202
   CeM, 0303 0204 0101 0205 0105 0101 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0204 0303 0303 0103 0101 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0202 0103 0105 0103 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0101 0304 0103 0102 0103 0204 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0303 0304 0103 0111 0102 0103 0307 0101 0101 0102
   CeM, 0202 0202 0306 0105 0108 0103 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0202 0405 0101 0102 0102 0204 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0202 0303 0202 0102 0207 0317 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0404 0303 0102 0202 0107 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0404 0303 0102 0105 0101 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0304 0102 0103 0104 0101 0102 0101 0102 0102          
   CeM, 0102 0404 0304 0102 0203 0107 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0303 0203 0202 0101 0102 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0303 0505 0104 0203 0103 0104 0206 0101 0103 0102
   CeM, 0203 0203 0303 0101 0101 0107 0101 0101 0103 0101
   CeM, 0202 0405 0103 0202 0203 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0303 0303 0203 0105 0107 0103 0101 0103 0101
   CeM, 0103 0304 0104 0101 0103 0107 0101 0101 0203 0202
   CeM, 0103 0305 0303 0101 0203 0103 0101 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0205 0101 0102 0102 0101 0104 0101 0103 0102
   CeM, 0103 0303 0303 0102 0103 0101 0311 0101 0102 0101
   CeM, 0103 0206 0304 0103 0303 0102 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0409 0104 0105 0101 0101 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0306 0103 0101 0103 0107 0104 0101 0303 0102
   CeM, 0209 0304 0105 0105 0103 0101 0206 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0305 0104 0203 0101 0107 0103 0101 0103 0202
   CeM, 0102 0305 0303 0102 0103 0104 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0101 0205 0304 0101 0102 0107 0310 0101 0101 0101
   CeM, 0303 0409 0103 0103 0205 0104 0106 0101 0209 0102
   CeM, 0102 0304 0103 0105 0105 0104 0202 0105 0102 0000
   CeM, 0103 0405 0303 0101 0105 0101 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0101 0407 0000 0203 0101 0107 0103 0105 0000 0000
   CeM, 0101 0203 0303 0202 0105 0101 0303 0101 0203 0102
   CeM, 0202 0203 0101 0103 0103 0101 0106 0101 0101 0202
   CeM, 0101 0309 0303 0102 0305 0101 0106 0101 0101 0202
   CeM, 0203 0303 0304 0108 0105 0107 0303 0101 0102 0202          
   CeM, 0101 0304 0104 0102 0101 0107 0102 0101 0101 0202
   CeM, 0303 0304 0104 0102 0103 0101 0103 0101 0103 0102
   CeM, 0104 0305 0203 0305 0101 0101 0303 0101 0202 0102
   CeM, 0303 0205 0303 0102 0103 0101 0103 0101 0108 0202
   CeM, 0103 0505 0304 0102 0103 0107 0203 0101 0101 0202
   CeM, 0304 0303 0303 0105 0206 0103 0102 0101 0203 0101
   CeM, 0103 0305 0303 0101 0103 0101 0101 0103 0102 0102
   CeM, 0103 0304 0304 0102 0305 0107 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0101 0203 0104 0102 0101 0101 0101 0101 0103 0102
   CeM, 0204 0404 0304 0103 0203 0107 0102 0101 0203 0202
   CeM, 0102 0409 0103 0102 0104 0101 0101 0101 0102 0102
   CeM, 0103 0305 0104 0101 0305 0101 0102 0101 0102 0102
   CeM, 0203 0304 0204 0103 0305 0107 0202 0101 0102 0101
   CeM, 0303 0304 0307 0101 0101 0101 0303 0101 0103 0101
   CeM, 0103 0304 0304 0101 0101 0101 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0406 0303 0101 0101 0102 0103 0102 0101 0202
   CeM, 0101 0204 0304 0102 0105 0101 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0103 0203 0103 0102 0205 0105 0103 0101 0101 0101
   CeM, 0203 0303 0106 0101 0103 0103 0103 0101 0203 0102
   CeM, 0303 0203 0306 0105 0102 0105 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0405 0304 0102 0103 0105 0203 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0405 0303 0102 0103 0107 0303 0101 0203 0202
   CeM, 0102 0404 0304 0102 0103 0101 0203 0101 0101 0202
   CeM, 0303 0303 0303 0102 0103 0103 0303 0101 0203 0102
   CeM, 0111 0309 0203 0101 0102 0101 0101 0101 0103 0101
   CeM, 0303 0404 0104 0102 0101 0101 0102 0101 0103 0102
   CeM, 0104 0203 0203 0202 0305 0104 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0404 0103 0105 0102 0101 0303 0102 0102 0202
   CeM, 0101 0305 0304 0103 0101 0101 0103 0101 0101 0202
   CeM, 0202 0305 0103 0202 0102 0106 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0203 0305 0103 0102 0103 0103 0102 0101 0102 0000
   CeM, 0101 0303 0101 0103 0101 0101 0103 0101 0101 0102
   CeM, 0102 0203 0203 0105 0102 0107 0303 0106 0102 0102
   CeM, 0103 0406 0303 0101 0101 0107 0308 0101 0202 0202
   CeM, 0101 0102 0303 0105 0303 0101 0105 0101 0101 0102
   CeM, 0103 0405 0101 0102 0506 0101 0103 0101 0102 0102
   CeM, 0104 0303 0203 0202 0205 0101 0203 0101 0102 0102
   CeM, 0101 0202 0303 0102 0101 0101 0103 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0304 0104 0102 0103 0104 0303 0101 0101 0202
   CeM, 0103 0303 0103 0101 0101 0101 0103 0101 0101 0102
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   CeM, 0102 0203 0103 0102 0101 0107 0103 0106 0101 0101
   CeM, 0203 0305 0103 0102 0106 0103 0106 0101 0102 0202
   CeM, 0103 0303 0104 0101 0101 0101 0101 0101 0101 0102          
   CeM, 0303 0203 0203 0203 0103 0104 0103 0101 0205 0102
   CeM, 0303 0203 0103 0103 0202 0101 0107 0101 0102 0202
   CeM, 0102 0505 0104 0101 0106 0102 0102 0101 0102 0202
   CeM, 0101 0204 0303 0102 0105 0107 0104 0101 0102 0102
   CeM, 0203 0102 0306 0105 0101 0104 0303 0101 0103 0102
   CeM, 0102 0404 0304 0101 0102 0101 0204 0101 0103 0202
   CeM, 0203 0204 0309 0103 0101 0101 0207 0101 0102 0102
   CeM, 0102 0204 0103 0102 0101 0101 0101 0101 0101 0102
   CeM, 0203 0303 0102 0203 0202 0101 0101 0101 0102 0202
POP          
   Cyp, 0203 0506 0113 0202 0103 0107 0102 0101 0203 0202
   Cyp, 0102 0203 0101 0101 0203 0105 0303 0101 0103 0102
   Cyp, 0102 0203 0103 0101 0305 0107 0103 0101 0101 0101
   Cyp, 0103 0404 0404 0102 0105 0101 0101 0101 0202 0102
   Cyp, 0304 0304 0104 0303 0303 0101 0101 0101 0103 0102
   Cyp, 0103 0202 0101 0102 0305 0104 0103 0101 0103 0102
   Cyp, 0203 0209 0205 0102 0101 0107 0206 0101 0102 0202
   Cyp, 0202 0404 0103 0312 0103 0102 0101 0101 0101 0102
   Cyp, 0103 0505 0105 0303 0305 0107 0102 0101 0102 0102
   Cyp, 0303 0205 0101 0102 0106 0101 0103 0101 0103 0101
   Cyp, 0103 0205 0102 0103 0102 0101 0101 0101 0102 0102
   Cyp, 0103 0205 0104 0203 0203 0104 0101 0101 0102 0202
   Cyp, 0103 0203 0103 1010 0102 0104 0101 0000 0102 0202
   Cyp, 0202 0405 0101 1010 0103 0102 0101 0101 0101 0202
   Cyp, 0203 0304 0101 0312 0303 0104 0101 0101 0103 0102
   Cyp, 0103 0306 0303 0102 0205 0107 0103 0101 0102 0000
   Cyp, 0102 0505 0103 0101 0102 0407 0101 0101 0202 0101
   Cyp, 0103 0104 0103 0202 0105 0105 0303 0101 0102 0102
   Cyp, 0203 0405 0113 0202 0101 0706 0103 0101 0202 0102
   Cyp, 0103 0303 0104 0103 0103 0405 0103 0106 0101 0102
   Cyp, 0304 0205 0103 0102 0103 0407 0102 0101 0203 0202
   Cyp, 0102 0405 0105 0103 0105 0706 0106 0101 0102 0101
   Cyp, 0103 0304 0404 0103 0202 0101 0101 0101 0101 0102
   Cyp, 0101 0303 0103 0103 0101 0104 0308 0101 0101 0101
   Cyp, 0101 0202 0101 0202 0203 0404 0101 0101 0102 0102
   Cyp, 0303 0205 0101 0102 0103 0101 0101 0101 0203 0102
   Cyp, 0103 0506 0101 0101 0101 0105 0103 0101 0102 0202
   Cyp, 0101 0405 0103 0203 0101 0104 0103 0101 0203 0102
   Cyp, 0104 0305 0101 0203 0202 0407 0101 0101 0102 0101
   Cyp, 0103 0405 0109 0102 0305 0207 0101 0104 0202 0102         
   Cyp, 0203 0205 0102 0101 0105 0102 0103 0101 0101 0101
   Cyp, 0103 0303 0104 0103 0101 0101 0311 0101 0102 0101
   Cyp, 0303 0203 0103 0101 0405 0304 0101 0101 0103 0101
   Cyp, 0202 0304 0106 0205 0105 0107 0103 0104 0102 0102
   Cyp, 0303 0202 0101 0103 0103 0707 0103 0101 0101 0102
   Cyp, 0203 0304 0101 0105 0105 0104 0102 0101 0101 0102
   Cyp, 0103 0406 0102 0211 0103 0707 0303 0101 0101 0202
   Cyp, 0103 0205 0204 0102 0105 0107 0103 0101 0102 0102
   Cyp, 0102 0205 0103 0105 0105 0107 0103 0101 0202 0202
   Cyp, 0203 0202 0102 0102 0105 0102 0103 0101 0101 0101
   Cyp, 0202 0205 0106 0103 0103 0107 0106 0000 0101 0101
   Cyp, 0104 0505 0309 0105 0303 0101 0206 0101 0101 0102
   Cyp, 0103 0414 0102 0102 0102 0104 0203 0101 0103 0102
   Cyp, 0203 0303 0101 0103 0202 0104 0203 0101 0101 0102
   Cyp, 0303 0203 0104 0205 0105 0104 0306 0101 0102 0202
   Cyp, 0203 0303 0101 0105 0203 0103 0101 0105 0101 0102
   Cyp, 0203 0303 0101 0103 0202 0104 0103 0101 0101 0101
   Cyp, 0303 0406 0103 0105 0103 0101 0205 0101 0102 0101
   Cyp, 0303 0206 0103 0101 0101 0103 0312 0101 0103 0102
   Cyp, 0303 0405 0103 0305 0305 0404 0102 0101 0102 0102
   Cyp, 0303 0203 0404 0102 0205 0104 0101 0101 0101 0102
   Cyp, 0103 0305 0103 0103 0304 0304 0103 0101 0103 0101
   Cyp, 0204 0303 0101 0102 0105 0101 0101 0101 0102 0202
   Cyp, 0103 0406 0103 0510 0105 0103 0312 0101 0202 0000
POP          
   Isr, 0103 0505 0303 0101 0102 0105 0110 0101 0203 0101
   Isr, 0203 0303 0101 0202 0101 0104 0106 0101 0102 0202
   Isr, 0303 0203 0103 0105 0405 0305 0101 0101 0101 0102
   Isr, 0203 0304 0105 0103 0101 0101 0101 0101 0303 0102
   Isr, 0103 0406 0303 0202 0101 0104 0101 0101 0102 0102
   Isr, 0203 0303 0101 0305 0105 0101 0102 0101 0101 0102
   Isr, 0103 0405 0308 0202 0203 0104 0101 0101 0203 0102
   Isr, 0103 0303 0306 0102 0102 0101 0101 0101 0203 0102
   Isr, 0203 0305 0303 0205 0101 0101 0101 0106 0103 0102
   Isr, 0103 0303 0105 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0102
   Isr, 0102 0305 0305 0101 0105 0101 0103 0101 0202 0101
   Isr, 0103 0204 0305 0202 0303 0101 0103 0107 0303 0101
   Isr, 0203 0205 0103 0211 0203 0101 0103 0101 0102 0202
   Isr, 0103 0405 0103 0103 0102 0105 0306 0101 0000 0102
   Isr, 0311 0306 0101 0103 0102 0505 0103 0106 0102 0101
   Isr, 0111 0205 0101 0102 0101 0306 0101 0102 0202 0102
   Isr, 0202 0103 0101 0102 0305 0104 0115 0101 0101 0101
   Isr, 0203 0505 0303 0102 0105 0000 0101 0101 0101 0102    
   











POP          
   Cal, 0303 0000 0303 0103 0000 0104 0303 0000 0102 0102
   Cal, 0303 0404 0102 0102 0102 0107 0103 0101 0000 0101
   Cal, 0103 0000 0101 0102 0000 0101 0101 0101 0202 0101
   Cal, 0203 0000 0301 0000 0000 0101 0101 0101 0102 0102
   Cal, 0101 0404 0303 0000 0202 0107 0103 0101 0000 0202
   Cal, 0202 0204 0301 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0202
   Cal, 0202 0203 0301 0000 0105 0105 0103 0101 0101 0202
   Cal, 0203 0209 0303 0101 0202 0707 0103 0101 0101 0102
   Cal, 0102 0304 0606 0101 0103 0107 0101 0101 0102 0101
   Cal, 0202 0000 0302 0101 0000 0101 0103 0101 0101 0000
   Cal, 0103 0204 0101 0205 0000 0707 0101 0101 0102 0101
   Cal, 0202 0203 0301 0202 0103 0707 0101 0101 0101 0102
   Cal, 0102 0203 0303 0105 0000 0707 0101 0101 0102 0102
   Cal, 0203 0202 0301 0101 0103 0103 0101 0101 0101 0101
   Cal, 0102 0305 0301 0101 0102 0107 0103 0101 0102 0102
   Cal, 0101 0404 0301 0105 0102 0104 0303 0101 0202 0101
   Cal, 1111 0000 0301 0101 0000 0101 0103 0101 0101 0202
   Cal, 0203 0202 0303 0101 0105 0101 0103 0101 0101 0202
   Cal, 0203 0203 0303 0101 0000 0101 0303 0101 0101 0202
   Cal, 0103 0304 0303 0102 0000 0104 0303 0101 0102 0202
   Cal, 0203 0205 0303 0101 0203 0101 0103 0101 0202 0101
   Cal, 0103 0202 0301 0101 0203 0106 0103 0101 0102 0102
   Cal, 0303 0404 0303 0103 0103 0104 0105 0101 0102 0101
   Cal, 0103 0204 0303 0202 0102 0305 0101 0101 0101 0202
   Cal, 0103 0303 0101 0101 0203 0107 0101 0101 0202 0102
   Cal, 0303 0205 0101 0103 0205 0107 0103 0101 0102 0101
   Cal, 0101 0303 0313 0103 0303 0107 0105 0101 0101 0102
   Cal, 0203 0209 0302 0101 0303 0101 0101 0101 0101 0102
   Cal, 0000 0204 0301 0303 0103 0107 0105 0101 0102 0102
   Cal, 0000 0204 0306 0101 0203 0104 0103 0101 0102 0101
POP          
   Nap, 0303 0204 0303 0000 0000 0101 0103 0000 0102 0102
   Nap, 0000 0204 0103 0101 0000 0101 0303 0101 0101 0101
   Nap, 0311 0304 0303 0103 0103 0101 0101 0101 0101 0102
   Nap, 0311 0203 0113 0101 0000 0106 0103 0101 0102 0202
   Nap, 0000 0203 0113 0101 0303 0101 0103 0101 0101 0202
   Nap, 0000 0203 0313 0305 0000 0707 0103 0101 0102 0102
   Nap, 0303 0405 0303 0103 0105 0103 0303 0101 0202 0101
   Nap, 0203 0000 0106 0101 0102 0707 0105 0101 0102 0000
   Nap, 0303 0203 0102 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0101
   Nap, 0111 0305 0101 0102 0202 0707 0103 0101 0102 0102
   Nap, 0202 0000 0101 0303 0101 0106 0103 0101 0102 0202
   Nap, 0211 0000 0103 0203 0102 0101 0103 0101 0202 0202
   Nap, 0111 0303 0103 0102 0303 0105 0303 0101 0202 0102
   Nap, 0111 0303 0101 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0101
   Nap, 0303 0405 0613 0101 0303 0107 0101 0101 0101 0102
   Nap, 0111 0305 0303 0102 0205 0107 0103 0101 0101 0102
   Nap, 0102 0000 0301 0102 0000 0101 0101 0000 0101 0102
   Nap, 0303 0204 0303 0101 0101 0106 0101 0101 0101 0102
   Nap, 0303 0305 0106 0102 0102 0101 0103 0101 0101 0202
   Nap, 0103 0000 0203 0101 0000 0101 0103 0000 0102 0101
   Nap, 0000 0209 0101 0101 0202 0101 0103 0000 0102 0102
   Nap, 0102 0205 0301 0101 0202 0107 0106 0000 0101 0101
   Nap, 0103 0202 0102 0101 0102 0104 0103 0101 0102 0202
   Nap, 0202 0203 0101 0101 0303 0101 0303 0101 0101 0101
   Nap, 0303 0205 0101 0102 0202 0103 0103 0101 0101 0101
   Nap, 0103 0000 0103 0101 0102 0103 0101 0101 0000 0102
   Nap, 0102 0000 0103 0101 0000 0101 0103 0000 0202 0101
   Nap, 0303 0405 0101 0101 0102 0304 0103 0101 0202 0101
   Nap, 0203 0203 0103 0203 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   Nap, 0102 0000 0101 0102 0000 0101 0101 0000 0101 0101
POP          
   Sol, 0203 0204 0301 0101 0000 0107 0305 0000 0103 0102
   Sol, 0103 0205 0301 0101 0102 0107 0103 0101 0101 0101
   Sol, 0203 0203 0606 0101 0102 0101 0103 0101 0203 0102
   Sol, 0203 0203 0606 0203 0203 0304 0303 0101 0101 0102
   Sol, 0203 0404 0301 0101 0102 0104 0101 0101 0202 0102
   Sol, 0103 0209 0306 0101 0101 0707 0103 0101 0102 0102
   Sol, 0103 0304 0303 0203 0205 0101 0103 0101 0106 0102
   Sol, 0303 0509 0106 0101 0103 0106 0103 0101 0101 0102
   Sol, 0203 0405 0306 0101 0101 0407 0103 0101 0202 0101
   Sol, 0000 0205 0314 0101 0205 0101 0103 0101 0102 0101
   Sol, 0303 0309 0000 0000 0000 0101 0101 0101 0102 0102
   Sol, 0303 0305 0306 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0102
   Sol, 0303 0405 0306 0000 0101 0107 0101 0101 0101 0102
   Sol, 0203 0405 0306 0102 0103 0107 0101 0101 0102 0101
   Sol, 0203 0000 0307 0102 0202 0103 0103 0101 0102 0101
   Sol, 0303 0303 0000 0000 0202 0101 0103 0101 0102 0101
   Sol, 0203 0203 0306 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Sol, 0303 0205 0303 0102 0105 0106 0103 0101 0101 0102
   Sol, 0203 0204 0307 0203 0202 0000 0105 0101 0106 0102
   Sol, 0303 0304 0301 0303 0102 0107 0303 0101 0101 0202
   Sol, 0103 0404 0301 0203 0205 0101 0103 0101 0103 0102
   Sol, 0303 0409 0301 0102 0203 0000 0103 0101 0101 0102
   Sol, 0303 0202 0301 0101 0303 0107 0303 0101 0203 0101
   Sol, 0203 0202 0106 0105 0102 0107 0103 0101 0203 0101
   Sol, 0203 0405 0101 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   Sol, 0000 0404 0303 0101 0305 0101 0103 0101 0101 0102
   Sol, 0103 0202 0303 0101 0202 0000 0101 0101 0203 0102
   Sol, 0103 0202 0303 0303 0203 0101 0103 0101 0203 0202
   Sol, 0303 0405 0306 0102 0103 0104 0105 0101 0102 0101
   Sol, 0303 0000 0000 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0101
POP          
   Yol, 0211 0000 0000 0103 0000 0103 0303 0000 0102 0101
   Yol, 0203 0000 0101 0105 0000 0101 0101 0000 0202 0202
   Yol, 0311 0000 0106 0102 0103 0101 0103 0000 0102 0101
   Yol, 0103 0000 0203 0101 0103 0101 0305 0000 0102 0102
   Yol, 0203 0000 0303 0101 0203 0104 0103 0000 0102 0102
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   Yol, 0103 0000 0103 0105 0202 0307 0103 0000 0102 0000
   Yol, 0303 0304 0103 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0202
   Yol, 1111 0203 0101 0101 0202 0107 0101 0101 0102 0102
   Yol, 0103 0505 0102 0101 0102 0101 0303 0101 0101 0102
   Yol, 0303 0202 0106 0102 0101 0107 0303 0101 0101 0202
   Yol, 0111 0409 0203 0102 0101 0101 0103 0101 0101 0101
   Yol, 1111 0205 0303 0303 0101 0101 0303 0101 0202 0102
   Yol, 0303 0304 0303 0101 0303 0107 0303 0101 0102 0102
   Yol, 0303 0204 0103 0101 0102 0101 0103 0101 0102 0101
   Yol, 0311 0304 0103 0101 0203 0107 0103 0101 0202 0202
   Yol, 0102 0409 0106 0202 0102 0101 0103 0101 0101 0102
   Yol, 0103 0203 0103 0000 0203 0101 0101 0101 0102 0102
   Yol, 0203 0403 0103 0303 0103 0105 0109 0101 0101 0202
   Yol, 0101 0204 0303 0101 0203 0101 0305 0101 0102 0102
   Yol, 0103 0304 0103 0101 0103 0105 0101 0101 0101 0101
   Yol, 0311 0309 0613 0101 0105 0104 0101 0101 0101 0102
   Yol, 0203 0204 0101 0103 0101 0405 0101 0101 0101 0101
   Yol, 0103 0204 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Yol, 0203 0305 0303 0101 0202 0105 0303 0101 0102 0102
   Yol, 0303 0205 0306 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0102
   Yol, 0203 0203 0103 0101 0103 0707 0101 0101 0102 0101
   Yol, 0202 0203 0103 0103 0205 0104 0105 0101 0202 0101
   Yol, 0203 0405 0303 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0101
   Yol, 0111 0409 0101 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0102
   Yol, 0311 0404 0103 0103 0101 0101 0303 0101 0000 0102
POP          
   San, 0203 0205 0101 0105 0202 0104 0101 0101 0101 0102
   San, 0203 0403 0000 0000 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   San, 0101 0405 0303 0102 0203 0103 0103 0101 0102 0102
   San, 0103 0209 0303 0101 0103 0101 0103 0101 0102 0101
   San, 0203 0205 0101 0101 0303 0105 0311 0101 0102 0102
   San, 0103 0202 0102 0101 0101 0101 0103 0101 0101 0101
   San, 0202 0404 0303 0101 0203 0101 0101 0101 0103 0102
   San, 0103 0205 0303 0101 0102 0105 0101 0101 0101 0102
   San, 0203 0204 0101 0101 0203 0101 0101 0101 0101 0102
   San, 0102 0204 0306 0205 0103 0101 0103 0101 0101 0102
   San, 0203 0204 0103 0000 0103 0101 0103 0101 0000 0102
   San, 0102 0505 0203 0000 0101 0104 0103 0101 0102 0102
   San, 0203 0204 0102 0205 0103 0104 0103 0101 0000 0202
   San, 0103 0202 0305 0101 0202 0105 0303 0107 0000 0101
   San, 0203 0203 0103 0000 0000 0101 0103 0101 0000 0101
   San, 0103 0309 0101 0000 0103 0106 0101 0101 0000 0101
   San, 0103 0204 0105 0101 0202 0101 0103 0101 0000 0101
   San, 0101 0202 0203 0101 0202 0000 0101 0101 0000 0102
   San, 0102 0204 0101 0203 0202 0104 0103 0101 0101 0000
   San, 0203 0405 0102 0101 0101 0104 0103 0101 0102 0102
   San, 0203 0405 0303 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0102
   San, 0203 0309 0101 0101 0103 0305 0103 0101 0101 0101
   San, 0303 0202 0101 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0101
   San, 0103 0405 0306 0101 0101 0101 0303 0101 0000 0101
   San, 0103 0000 0000 0000 0000 0101 0101 0000 0000 0000
   San, 0103 0204 0303 0000 0000 0103 0101 0101 0000 0102
   San, 0102 0404 0102 0101 0303 0101 0103 0101 0102 0000
   San, 0103 0204 0106 0105 0202 0101 0103 0101 0101 0101
   San, 0203 0509 0103 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0102
   San, 0202 0305 0103 0103 0101 0101 0103 0101 0102 0101
POP
   Nsi, 0000 0202 0101 0203 0102 0106 0101 0101 0102 0102
   Nsi, 0103 0309 0103 0103 0103 0101 0101 0101 0102 0101
   Nsi, 0303 0205 0101 0101 0205 0101 0103 0101 0101 0102
   Nsi, 0101 0203 0113 0102 0205 0104 0103 0101 0101 0102
   Nsi, 0303 0204 0103 0103 0202 0101 0103 0101 0202 0102
   Nsi, 0308 0305 0303 0102 0203 0101 0101 0101 0101 0202
   Nsi, 0203 0204 0203 0101 0103 0407 0101 0101 0202 0101
   Nsi, 0202 0405 0101 0102 0505 0101 0101 0101 0101 0101
   Nsi, 0303 0205 0103 0101 0103 0407 0303 0101 0102 0101
   Nsi, 0102 0204 0000 0103 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Nsi, 0208 0202 0101 0303 0101 0101 0101 0101 0202 0102
   Nsi, 0203 0204 0101 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   Nsi, 0102 0404 0103 0102 0305 0103 0103 0101 0101 0202
   Nsi, 0203 0204 0103 0101 0102 0707 0306 0101 0000 0101
   Nsi, 0308 0305 0103 0101 0303 0405 0101 0101 0102 0101
   Nsi, 0303 0204 0303 0102 0203 0101 0303 0101 0102 0101
   Nsi, 0303 0204 0306 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   Nsi, 0303 0205 0101 0102 0103 0101 0303 0101 0102 0202
   Nsi, 0208 0204 0213 0101 0105 0607 0103 0101 0102 0102
   Nsi, 0203 0202 0203 0101 0103 0107 0103 0101 0102 0102
   Nsi, 0102 0204 0313 0102 0102 0101 0303 0101 0000 0101
   Nsi, 0103 0405 0103 0102 0202 0101 0103 0101 0101 0102
   Nsi, 0103 0205 0303 0101 0101 0101 0303 0101 0101 0101
   Nsi, 0102 0205 0203 0101 0102 0101 0101 0101 0102 0102
   Nsi, 0203 0305 0203 0102 0203 0101 0103 0101 0202 0102
   Nsi, 0203 0305 0206 0102 0105 0105 0101 0101 0000 0202
   Nsi, 0303 0405 0313 0101 0103 0101 0103 0101 0203 0101
   Nsi, 0203 0203 0106 0103 0103 0101 0101 0101 0101 0101
   Nsi, 0308 0203 0106 0102 0202 0101 0101 0101 0101 0102
   Nsi, 0102 0204 0203 0101 0102 0107 0101 0101 0102 0101
POP
   Sd2, 0101 0000 0303 0102 0303 0101 0103 0101 0102 0101 
   Sd2, 0102 0000 0306 0103 0102 0101 0103 0101 0102 0101
   Sd2, 0303 0000 0101 0102 0103 0107 0303 0101 0101 0101
   Sd2, 0102 0000 0406 0102 0203 0103 0101 0101 0102 0101
   Sd2, 0308 0000 0106 0103 0102 0104 0103 0101 0202 0102
   Sd2, 0203 0000 0103 0205 0103 0101 0103 0101 0202 0102
   Sd2, 0308 0000 0106 0102 0102 0107 0303 0101 0106 0101
   Sd2, 0203 0000 0306 0211 0205 0103 0106 0101 0101 0102
   Sd2, 0308 0000 0101 0102 0000 0101 0103 0000 0000 0000
   Sd2, 0101 0405 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   Sd2, 0000 0305 0406 0102 0103 0104 0103 0101 0202 0202
   Sd2, 0203 0000 0606 0102 0102 0104 0103 0101 0202 0202
   Sd2, 0103 0303 0103 0102 0303 0104 0106 0101 0202 0101
   Sd2, 0101 0202 0103 0101 0203 0104 0101 0101 0101 0102
   Sd2, 0101 0509 0304 0103 0303 0101 0303 0000 0102 0000
   Sd2, 0303 0506 0101 0103 0102 0101 0303 0101 0101 0102 
   Sd2, 0102 0505 0101 0102 0000 0101 0103 0101 0101 0101
   Sd2, 0308 0409 0304 0102 0103 0101 0101 0101 0202 0102
   Sd2, 0303 0506 0101 0102 0102 0405 0101 0101 0202 0202
   Sd2, 0102 0404 0106 0103 0102 0107 0103 0101 0202 0101 
   Sd2, 0103 0304 0306 0102 0102 0101 0101 0101 0101 0102
   Sd2, 0103 0505 0103 0102 0303 0101 0103 0101 0202 0101
   Sd2, 0203 0506 0303 0102 0103 0104 0103 0101 0202 0101
   Sd2, 0303 0000 0304 0102 0103 0101 0103 0101 0202 0000
   Sd2, 0203 0000 0304 0102 0105 0107 0000 0101 0000 0102
   Sd2, 0303 0000 0103 0102 0103 0103 0109 0101 0102 0102
   Sd2, 0108 0305 0103 0102 0102 0107 0103 0101 0102 0101
   Sd2, 0101 0204 0406 0102 0103 0307 0101 0101 0101 0202
   Sd2, 0303 0204 0303 0211 0101 0107 0109 0101 0102 0102
   Sd2, 0308 0204 0303 0211 0205 0103 0103 0101 0102 0102
POP
   Sd5, 0203 0205 0206 0102 0102 0307 0303 0101 0102 0101
   Sd5, 0102 0205 0306 0103 0205 0104 0103 0101 0102 0202
   Sd5, 0101 0205 0102 0102 0303 0101 0103 0101 0102 0102
   Sd5, 0203 0304 0303 0211 0103 0000 0303 0101 0101 0101
   Sd5, 0203 0205 0303 0103 0203 0104 0103 0101 0102 0102
   Sd5, 0203 0305 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0101 0102
   Sd5, 0102 0405 0106 0102 0203 0407 0103 0101 0202 0101
   Sd5, 0203 0303 0101 0102 0203 0104 0303 0101 0202 0102
   Sd5, 0303 0204 0103 0203 0103 0101 0103 0101 0101 0101 
   Sd5, 0308 0304 0101 0103 0101 0107 0103 0101 0102 0202
   Sd5, 0303 0204 0306 0102 0303 0101 0103 0101 0202 0202
   Sd5, 0203 0405 0103 0202 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   Sd5, 0103 0505 0106 0102 0305 0107 0103 0101 0206 0102
   Sd5, 0303 0309 0103 0102 0103 0104 0103 0101 0102 0102
   Sd5, 0303 0202 0103 0102 0203 0101 0101 0101 0102 0102
   Sd5, 0102 0505 0304 0103 0103 0103 0303 0101 0101 0102
   Sd5, 0103 0409 0106 0102 0102 0107 0303 0101 0202 0102
   Sd5, 0303 0000 0101 0103 0103 0107 0000 0101 0102 0101
   Sd5, 0108 0305 0106 0102 0305 0101 0306 0101 0102 0101 
   Sd5, 0103 0202 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0202 0101
   Sd5, 0203 0909 0304 0102 0103 0101 0109 0101 0102 0101
   Sd5, 0303 0405 0606 0102 0102 0101 0101 0101 0101 0101
   Sd5, 0203 0203 0104 0102 0103 0107 0103 0101 0306 0101
   Sd5, 0303 0202 0102 0102 0203 0103 0101 0101 0202 0102
   Sd5, 0203 0205 0106 0103 0105 0101 0101 0101 0101 0101
   Sd5, 0203 0305 0106 0103 0103 0107 0303 0101 0102 0202
   Sd5, 0308 0203 0106 0102 0203 0101 0101 0101 0206 0102
   Sd5, 0103 0202 0306 0102 0101 0101 0103 0101 0202 0101
   Sd5, 0103 0205 0102 0103 0205 0307 0103 0101 0102 0102
   Sd5, 0308 0309 0000 0102 0101 0104 0101 0101 0202 0202
POP
   Sd9, 0102 0404 0106 0102 0203 0000 0101 0101 0103 0101
   Sd9, 0208 0209 0103 0103 0101 0103 0309 0101 0606 0101
   Sd9, 0103 0509 0103 0102 0103 0101 0101 0101 0202 0202
   Sd9, 0203 0204 0306 0103 0203 0000 0103 0101 0102 0202
   Sd9, 0203 0202 0106 0202 0203 0104 0101 0101 0102 0202
   Sd9, 0102 0205 0101 0102 0103 0000 0303 0101 0101 0101
   Sd9, 0308 0405 0113 0102 0103 0707 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0202 0409 0106 0105 0203 0104 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0103 0304 0101 0102 0305 0101 0103 0101 0103 0202
   Sd9, 0203 0405 0606 0102 0303 0101 0303 0101 0000 0101
   Sd9, 0203 0203 0203 0102 0103 0101 0103 0101 0203 0101
   Sd9, 0202 0000 0103 0102 0203 0000 0103 0101 0106 0101
   Sd9, 0103 0205 0113 0102 0101 0101 0101 0101 0102 0101
   Sd9, 0208 0203 0101 0102 0205 0101 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0103 0000 0000 0102 0205 0000 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0101 0304 0106 0102 0303 0103 0103 0101 0102 0202
   Sd9, 0203 0405 0303 0303 0102 0000 0303 0101 0103 0102
   Sd9, 0208 0305 0103 0102 0102 0104 0103 0101 0101 0202
   Sd9, 0308 0405 0306 0102 0303 0101 0101 0101 0102 0101
   Sd9, 0103 0205 0103 0101 0203 0107 0103 0101 0101 0102
   Sd9, 0303 0205 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0106 0102
   Sd9, 0000 0202 0101 0101 0203 0101 0103 0101 0102 0101
   Sd9, 0303 0505 0303 0101 0103 0307 0103 0101 0202 0202
   Sd9, 0103 0404 0113 0102 0203 0101 0309 0101 0103 0101
   Sd9, 0101 0204 0203 0102 0203 0000 0101 0101 0202 0102
   Sd9, 0308 0204 0106 0101 0102 0104 0303 0101 0106 0202
   Sd9, 0103 0405 0106 0101 0103 0101 0101 0101 0102 0102
   Sd9, 0203 0409 0303 0102 0101 0104 0303 0101 0203 0202
   Sd9, 0103 0405 0613 0102 0103 0101 0101 0101 0102 0202
   Sd9, 0000 0209 0000 0101 0103 0104 0103 0107 0202 0101
POP
   Sl2, 0102 0204 0313 0102 0202 0107 0000 0101 0102 0102
   Sl2, 0103 0304 0106 0102 0102 0101 0000 0101 0102 0202
   Sl2, 0203 0505 0606 0103 0205 0104 0103 0101 0202 0101
   Sl2, 0103 0509 0606 0101 0103 0103 0303 0101 0102 0102
   Sl2, 0203 0203 0606 0101 0203 0101 0103 0101 0101 0101
   Sl2, 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
   Sl2, 0103 0204 0101 0203 0203 0406 0101 0101 0102 0202
   Sl2, 0203 0202 0103 0101 0202 0104 0103 0101 0101 0202
   Sl2, 0103 0205 0103 0203 0101 0101 0101 0101 0102 0102
   Sl2, 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000
   Sl2, 0303 0204 0103 0102 0103 0101 0103 0101 0102 0102
   Sl2, 0303 0204 0106 0203 0102 0103 0303 0101 0102 0102
   Sl2, 0311 0205 0103 0101 0103 0101 0303 0101 0101 0101
   Sl2, 0102 0205 0303 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0102
   Sl2, 0203 0209 0113 0000 0000 0107 0103 0101 0000 0202
POP
   Sl6, 0303 0204 0103 0103 0103 0101 0101 0101 0102 0202
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   Sl6, 0211 0309 0103 0102 0203 0104 0103 0101 0101 0202
   Sl6, 0303 0203 0103 0102 0102 0103 0103 0101 0101 0000
   Sl6, 0211 0202 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0102 0102
   Sl6, 0203 0404 0203 0101 0105 0101 0103 0101 0102 0202
   Sl6, 0211 0205 0103 0102 0102 0304 0103 0101 0101 0202
   Sl6, 0203 0404 0106 0205 0203 0103 0101 0101 0102 0102
   Sl6, 0203 0204 0101 0102 0101 0103 0103 0101 0103 0101
   Sl6, 0203 0205 0303 0101 0102 0103 0103 0101 0102 0202
   Sl6, 1111 0304 0103 0102 0102 0103 0101 0101 0106 0101
   Sl6, 0203 0203 0303 0101 0205 0104 0103 0101 0106 0102
   Sl6, 0103 0202 0304 0203 0103 0107 0303 0101 0203 0101
   Sl6, 0102 0202 0101 0102 0102 0105 0103 0101 0101 0202
   Sl6, 0111 0204 0306 0103 0102 0103 0103 0101 0103 0102
   Sl6, 0203 0304 0203 0102 0103 0103 0101 0101 0202 0102
   Sl6, 0103 0204 0101 0101 0102 0101 0303 0101 0102 0102
   Sl6, 0111 0203 0203 0102 0103 0104 0103 0101 0101 0202
   Sl6, 0311 0202 0101 0103 0202 0707 0103 0101 0203 0202
   Sl6, 0311 0202 0106 0102 0103 0104 0103 0101 0203 0102
   Sl6, 0101 0203 0104 0102 0101 0107 0103 0101 0303 0102
   Sl6, 0101 0509 0103 0102 0101 0103 0303 0101 0103 0102
   Sl6, 0203 0405 0103 0103 0203 0505 0101 0101 0106 0101
   Sl6, 0103 0209 0103 0000 0105 0103 0101 0101 0202 0000
   Sl6, 0103 0204 0101 0101 0203 0103 0303 0101 0106 0202
   Sl6, 0103 0305 0101 0101 0101 0103 0103 0101 0102 0000
   Sl6, 0102 0405 0106 0102 0103 0103 0101 0101 0202 0101
   Sl6, 0111 0404 0203 0102 0102 0103 0101 0101 0103 0202
   Sl6, 0211 0205 0103 0103 0103 0106 0101 0101 0106 0101
   Sl6, 0303 0209 0303 0103 0105 0107 0101 0101 0102 0000
   Sl6, 0303 0202 0103 0102 0102 0107 0303 0101 0102 0202
POP
   Sl8, 0203 0405 0203 0205 0101 0103 0103 0101 0102 0101
   Sl8, 0103 0304 0303 0000 0101 0101 0101 0101 0202 0202
   Sl8, 0303 0209 0103 0202 0105 0101 0101 0101 0102 0101
   Sl8, 0103 0309 0306 0103 0205 0104 0103 0101 0202 0202
   Sl8, 0101 0204 0101 0102 0203 0104 0303 0101 0103 0102
   Sl8, 0308 0203 0103 0102 0102 0101 0103 0101 0103 0102
   Sl8, 0108 0202 0103 0101 0103 0101 0303 0101 0102 0202
   Sl8, 0308 0202 0101 0101 0102 0101 0103 0101 0101 0202
   Sl8, 0108 0204 0103 0101 0203 0104 0103 0101 0101 0102
   Sl8, 0103 0202 0106 0102 0203 0104 0303 0101 0101 0202
   Sl8, 0102 0000 0103 0000 0202 0407 0103 0000 0206 0101
   Sl8, 0303 0203 0101 0203 0103 0101 0103 0101 0202 0102
   Sl8, 0203 0404 0303 0205 0202 0104 0103 0101 0202 0102
   Sl8, 0203 0405 0102 0102 0101 0103 0103 0101 0101 0101
   Sl8, 0108 0202 0303 0101 0102 0104 0303 0101 0101 0102
   Sl8, 0108 0202 0303 0101 0000 0104 0103 0101 0102 0102
   Sl8, 0108 0202 0103 0101 0000 0104 0303 0101 0101 0202
   Sl8, 0102 0203 0106 0101 0102 0101 0101 0101 0101 0202
   Sl8, 0101 0509 0304 0101 0105 0404 0303 0101 0202 0202
   Sl8, 0808 0202 0101 0101 0102 0104 0303 0101 0102 0102
   Sl8, 0101 0202 0103 0101 0102 0101 0303 0101 0101 0202
   Sl8, 0203 0205 0304 0101 0101 0101 0103 0101 0102 0101
   Sl8, 0203 0000 0103 0101 0101 0101 0101 0101 0103 0202
   Sl8, 0101 0509 0103 0103 0105 0404 0303 0101 0000 0202
   Sl8, 0308 0204 0304 0101 0000 0101 0103 0101 0000 0202
   Sl8, 0308 0303 0103 0203 0000 0101 0103 0101 0000 0101
POP
   La9, 0102 0409 0303 0102 0103 0107 0103 0101 0202 0102
   La9, 0308 0909 0306 0000 0203 0101 0103 0101 0101 0102 
   La9, 0203 0404 0606 0102 0202 0103 0303 0101 0106 0102
   La9, 0102 0205 0306 0203 0505 0101 0103 0101 0101 0101
   La9, 0203 0309 0303 0203 0102 0606 0101 0101 0101 0202
   La9, 0809 0202 0306 0103 0202 0508 0103 0101 0101 0000
   La9, 0103 0305 0106 0101 0102 0505 0306 0101 0103 0101
   La9, 0203 0909 0306 0103 0102 0106 0103 0101 0101 0102
   La9, 0209 0304 0306 0102 0102 0108 0103 0101 0101 0101
   La9, 0303 0909 0306 0203 0202 0404 0101 0101 0000 0202
POP
   Fr1, 0102 0202 0203 0102 0205 0108 0103 0101 0202 0102
   Fr1, 0103 0204 0303 0102 0000 0101 0101 0101 0106 0101 
   Fr1, 0108 0205 0104 0102 0101 0105 0101 0101 0202 0102
   Fr1, 0303 0202 0303 0202 0103 0108 0101 0101 0101 0101
   Fr1, 0303 0305 0406 0101 0203 0101 0303 0101 0101 0101
   Fr1, 0108 0305 0103 0102 0205 0101 0303 0101 0102 0102
   Fr1, 0102 0203 0203 0203 0205 0108 0303 0101 0202 0101 
   Fr1, 0308 0304 0303 0102 0000 0101 0101 0101 0202 0102
   Fr1, 0102 0202 0304 0103 0105 0103 0101 0101 0000 0101
   Fr1, 0203 0000 0101 0101 0103 0105 0101 0101 0000 0101
   Fr1, 0203 0000 0104 0203 0305 0101 0101 0101 0202 0101
   Fr1, 0103 0303 0101 0102 0103 0101 0303 0101 0101 0102
   Fr1, 0303 0101 0304 0102 0101 0101 0306 0101 0101 0101
   Fr1, 0203 0000 0103 0102 0000 0101 0303 0000 0101 0102
   Fr1, 0303 0203 0203 0101 0102 0108 0303 0101 0202 0102
   Fr1, 0203 0305 0103 0102 0000 0108 0103 0101 0102 0101
   Fr1, 0102 0000 0000 0102 0000 0105 0000 0101 0202 0102
   Fr1, 0208 0202 0303 0102 0102 0108 0103 0101 0101 0101
1.8. Μήτρες εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή CoNe
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/* Invasion in California 
with SSCP */
Number of populations = 27
Number of loci = 3








































































































































































































2. Ανάλυση του φαινομένου της εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια, με τη χρήση 
μοριακών δεικτών μιτοχονδριακού DNA
Παρακάτω παρατίθενται οι μήτρες εισαγωγής δεδομένων για τις στατιστικές εφαρμογές που χρησιμοποιήθηκαν στην 
ανάλυση του φαινομένου της εισβολής του δάκου της ελιάς στην Καλιφόρνια, με τη χρήση μοριακών δεικτών από 
περιοχές του μιτοχονδριακού γονιδιώματος.
2.1. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή POPGENE
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1 1 -9 -9 -9
2 1 -9 2 1
3 1 -9 -9 -9
4 1 -9 -9 -9
5 1 -9 2 -9
6 1 -9 -9 -9
7 1 -9 2 -9
8 1 -9 -9 -9
9 1 -9 -9 -9
10 1 -9 -9 -9
11 1 -9 -9 -9
12 1 -9 2 -9
13 1 2 2 3
14 1 3 2 1
15 1 -9 -9 -9
16 1 2 2 3
17 1 2 2 3
18 1 2 2 3
19 1 2 2 1
20 1 2 2 2
21 1 2 2 3
22 1 3 2 3
23 1 1 2 3
24 1 2 2 2
25 1 -9 -9 -9
26 1 -9 2 3
27 1 -9 -9 3
28 1 -9 -9 3
29 1 -9 -9 -9
30 1 -9 -9 -9
31 2 3 -9 -9
32 2 3 2 3
65 3 2 2 1
66 3 2 2 1
67 3 1 2 3
68 3 2 2 3
69 3 2 2 3
70 3 2 2 3
71 3 2 2 3
72 3 2 2 3
73 3 2 2 3
74 3 2 2 3
75 3 2 2 1
76 3 1 2 3
77 3 2 2 3
78 3 2 2 3
79 3 3 1 3
80 3 2 2 2
81 3 2 2 2
82 3 2 2 3
83 3 2 2 3
84 3 3 2 3
85 3 2 2 3
86 3 2 2 3
87 3 2 2 2
88 3 -9 -9 3
89 3 -9 -9 3
90 3 -9 -9 3
91 4 2 2 3
92 4 2 2 -9
93 4 2 2 3
94 4 2 2 3
95 4 2 2 3
96 4 2 2 2
33 2 3 2 2
34 2 2 2 3
35 2 3 1 3
36 2 3 2 3
37 2 2 2 -9
38 2 2 2 3
39 2 3 1 3
40 2 2 2 -9
41 2 3 2 -9
42 2 2 2 3
43 2 2 2 3
44 2 3 2 3
45 2 2 2 3
46 2 2 2 2
47 2 2 2 2
48 2 2 2 2
49 2 1 2 -9
50 2 2 2 -9
51 2 2 2 -9
52 2 2 2 -9
53 2 2 2 3
54 2 2 2 3
55 2 1 2 3
56 2 3 2 3
57 2 3 1 -9
58 2 -9 -9 -9
59 2 -9 -9 -9
60 2 -9 -9 -9
61 3 2 2 3
62 3 2 2 3
63 3 2 2 3
64 3 2 1 3
97 4 2 2 3
98 4 3 1 3
99 4 2 2 3
100 4 2 2 3
101 4 2 2 2
102 4 2 2 3
103 4 2 2 3
104 4 -9 2 3
105 4 -9 2 3
106 4 -9 2 3
107 4 -9 2 3
108 4 2 2 3
109 4 2 2 3
110 4 2 2 3
111 4 2 2 3
112 4 2 2 3
113 4 2 2 2
114 4 3 1 3
115 4 2 2 3
116 4 2 2 1
117 4 -9 2 -9
118 4 -9 -9 -9
119 4 -9 -9 -9
120 4 -9 -9 -9
121 5 2 2 3
122 5 2 2 3
123 5 2 2 3
124 5 2 2 3
125 5 3 2 3
126 5 3 2 3
127 5 2 2 3
128 5 2 2 3
129 5 2 1 3
130 5 2 2 3
131 5 2 2 3
132 5 2 2 3
133 5 2 2 3
134 5 3 1 3
135 5 2 2 3
136 5 2 2 3
137 5 2 1 3
138 5 2 2 2
139 5 -9 2 3
140 5 2 2 2
141 5 2 2 3
142 5 2 2 3
143 5 2 2 3
144 5 2 2 3
145 5 3 2 3
146 5 2 2 3
147 5 2 2 3
148 5 2 -9 3
149 5 2 -9 -9
150 5 2 -9 -9
151 6 3 1 3
152 6 2 1 3
153 6 1 2 3
154 6 2 2 2
155 6 2 2 -9
156 6 -9 -9 -9
157 6 -9 2 -9
158 6 2 2 3
159 6 -9 -9 -9
160 6 1 2 3
2.2. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή PHYLIP
2.3. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή STRUCTURE
27 3
   3 3 3
Pilio    0.2593 0.5926 0.1481 
         0.7407 0.2593 0.0000 
         0.0000 0.0385 0.9615          
Crete    0.1923 0.6154 0.1923 
         0.6923 0.3077 0.0000 
         0.0000 0.0357 0.9643 
Farfa    0.1053 0.8421 0.0526 
         0.7273 0.2727 0.0000 
         0.0000 0.0000 1.0000
Vasto    0.1579 0.7368 0.1053 
         0.7917 0.2083 0.0000 
         0.0000 0.0000 1.0000
Split    0.1852 0.7407 0.0741 
         0.6667 0.3333 0.0000 
         0.0000 0.0000 1.0000
Corsica  0.0714 0.7143 0.2143 
         0.6786 0.3214 0.0000 
         0.0000 0.0357 0.9643
Cordoba  0.0741 0.8519 0.0740 
         0.0741 0.9259 0.0000 
         0.1000 0.1000 0.8000
Madrid   0.0000 0.9091 0.0909 
         0.0741 0.9259 0.0000 
         0.0400 0.1200 0.8400
Gimmarae 0.0909 0.7273 0.1818 
         0.0000 1.0000 0.0000 
         0.2000 0.1333 0.6667
Lisbon   0.0740 0.5556 0.3704 
         0.1154 0.8846 0.0000 
         0.0000 0.2222 0.7778
Morocco  0.0000 0.8621 0.1379 
         0.1111 0.8889 0.0000 
         0.0000 0.0714 0.9286
Tunisia  0.1333 0.6667 0.2000 
         0.3750 0.6250 0.0000 
         0.0000 0.0909 0.9091
Mazotos  0.0400 0.4800 0.4800 
         0.9615 0.0000 0.0385 
         0.0000 0.0357 0.9643
Israel   0.1111 0.5000 0.3889 
         1.0000 0.0000 0.0000 
         0.0000 0.0000 1.0000
Calave04 0.0000 0.5385 0.4615 
         1.0000 0.0000 0.0000 
         0.0000 0.0000 1.0000
Napa04   0.0000 0.4211 0.5789 
         1.0000 0.0000 0.0000 
         0.0000 0.0000 1.0000
YoloDa04 0.0000 0.6667 0.3333 
         1.0000 0.0000 0.0000 
         0.0000 0.0000 1.0000
Solano04 0.0000 0.5185 0.4815 
         1.0000 0.0000 0.0000 
         0.0000 0.0000 1.0000
SLO02    0.0000 0.7500 0.2500 
         1.0000 0.0000 0.0000 
         0.0000 0.0000 1.0000
SLO04    0.0714 0.6429 0.2857 
         1.0000 0.0000 0.0000 
         0.0000 0.0000 1.0000
SLO06    0.0740 0.5556 0.3704 
         1.0000 0.0000 0.0000 
         0.0000 0.0000 1.0000
SLO08    0.0385 0.7692 0.1923 
         1.0000 0.0000 0.0000 
         0.0000 0.0000 1.0000
SanDie02 0.0000 0.6250 0.3750
         1.0000 0.0000 0.0000
         0.0000 0.0000 1.0000
SanDie05 0.0000 0.5385 0.4615 
         1.0000 0.0000 0.0000 
         0.0000 0.0000 1.0000
SanDie09 0.0000 0.5185 0.4815
         1.0000 0.0000 0.0000
         0.0000 0.0000 1.0000
LAngel99 0.0000 0.8000 0.2000
         1.0000 0.0000 0.0000
         0.0000 0.0000 1.0000
S.AfriBo 0.2174 0.3043 0.4783 
         1.0000 0.0000 0.0000 
         0.0000 0.0000 1.0000
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161 6 2 1 -9
162 6 2 2 -9
163 6 2 2 3
164 6 2 2 3
165 6 3 1 3
166 6 2 2 3
167 6 2 1 -9
168 6 3 1 3
169 7 3 1 3
170 7 2 2 3
171 7 2 1 3
172 7 1 1 3
173 7 2 2 3
174 7 2 2 3
175 7 2 2 3
176 7 3 1 3
177 7 3 1 3
178 7 2 1 3
179 7 1 1 3
180 7 1 1 3
181 7 1 1 3
182 7 1 1 3
183 7 1 1 3
184 7 2 1 3
185 7 2 1 3
186 7 1 1 3
187 7 2 1 3
188 7 2 2 2
189 7 2 1 3
190 7 2 1 3
191 7 2 1 3
192 7 3 1 3
193 7 2 2 3
194 7 2 2 3
195 7 2 1 -9
196 7 -9 -9 -9
197 7 -9 -9 -9
198 7 -9 -9 -9
199 8 -9 1 3
200 8 2 1 2
201 8 1 2 3
202 8 2 1 3
203 8 2 1 3
204 8 1 1 3
205 8 2 1 3
206 8 1 2 3
207 8 2 1 3
208 8 3 1 3
209 8 1 1 3
210 8 2 1 3
211 8 2 1 3
212 8 2 2 3
213 8 2 2 3
214 8 2 1 3
215 8 3 1 3
216 8 2 1 3
217 8 3 1 3
218 8 1 1 3
219 8 2 2 3
220 8 3 1 3
221 8 3 1 3
222 8 2 2 3
223 8 2 2 3
224 8 2 2 3
225 8 2 -9 3
226 8 -9 -9 3
227 8 -9 -9 -9
228 8 -9 -9 -9
229 9 2 2 3
230 9 2 2 3
231 9 1 1 3
232 9 3 2 3
233 9 1 1 3
234 9 2 1 3
235 9 2 1 3
236 9 2 1 3
237 9 2 2 3
238 9 2 1 3
239 9 2 2 3
240 9 2 1 3
241 9 1 1 3
242 9 1 1 3
243 9 1 1 3
244 9 2 1 3
245 9 2 2 3
246 9 2 2 3
247 9 2 1 3
248 9 2 2 3
249 9 2 1 3
250 9 2 1 3
251 9 2 1 3
252 9 2 1 3
253 9 2 1 3
254 9 2 2 3
255 9 3 1 -9
256 9 -9 -9 -9
257 9 -9 -9 -9
258 9 -9 -9 -9
259 10 2 2 -9
359 13 3 1 3
360 13 -9 1 3
361 13 2 1 3
362 13 2 1 3
363 13 -9 3 3
364 13 2 1 3
365 13 2 1 3
366 13 3 1 3
367 13 2 1 3
368 13 3 -9 3
369 13 2 1 3
370 13 2 1 3
371 13 2 1 3
372 13 2 1 3
373 13 2 1 2
374 13 1 1 3
375 13 2 1 3
376 13 -9 -9 3
377 13 -9 -9 -9
378 13 -9 -9 -9
379 14 3 1 3
380 14 2 1 3
381 14 2 1 3
382 14 2 1 3
383 14 3 1 3
384 14 3 1 3
385 14 3 1 3
386 14 1 1 3
387 14 2 1 3
388 14 2 1 3
389 14 3 1 3
390 14 3 1 3
391 14 1 1 3
392 14 2 1 3
393 14 2 1 3
394 14 3 1 3
395 14 2 1 3
396 14 2 1 3
397 15 3 1 3
398 15 2 1 3
399 15 2 1 3
400 15 3 1 3
401 15 3 1 -9
402 15 2 1 3
403 15 2 1 3
404 15 3 1 3
405 15 1 1 3
406 15 3 1 3
407 15 3 1 3
408 15 3 1 3
409 15 2 1 3
410 15 1 1 3
411 15 3 1 3
412 15 1 1 3
413 15 3 1 3
414 15 2 1 3
415 15 2 1 3
416 15 1 1 3
417 15 3 1 3
418 15 3 1 3
419 15 1 1 3
420 16 2 1 3
421 16 2 1 3
422 16 3 1 3
423 16 3 1 3
424 16 2 1 3
425 16 2 1 3
426 16 2 1 3
427 16 2 1 3
428 16 2 1 3
429 16 2 1 3
430 17 3 1 3
431 17 3 1 3
432 17 2 1 -9
433 17 2 1 3
434 17 3 1 -9
435 17 3 1 3
436 17 2 1 3
437 17 3 1 3
438 17 2 1 3
439 17 2 1 3
440 17 2 1 3
441 17 3 1 3
442 17 2 -9 3
443 17 2 -9 3
444 17 -9 1 -9
445 17 3 -9 3
446 17 3 1 3
447 17 2 1 -9
448 17 -9 1 3
449 17 3 1 3
450 17 2 1 3
451 17 2 1 3
452 17 3 1 3
453 17 3 1 -9
454 17 2 1 3
455 17 3 -9 3
456 17 2 1 3
457 17 2 -9 -9
260 10 2 1 3
261 10 2 1 3
262 10 2 1 3
263 10 2 1 3
264 10 2 2 -9
265 10 2 1 3
266 10 2 1 3
267 10 2 2 3
268 10 2 1 3
269 10 2 1 3
270 10 1 1 3
271 10 -9 1 -9
272 10 -9 1 3
273 10 1 1 -9
274 10 2 2 3
275 10 2 1 3
276 10 2 1 3
277 10 2 1 3
278 10 2 2 3
279 10 3 2 3
280 10 -9 1 3
281 10 -9 -9 -9
282 10 -9 -9 -9
283 10 -9 -9 -9
284 10 -9 -9 -9
285 10 -9 -9 -9
286 10 -9 -9 -9
287 10 -9 -9 -9
288 10 -9 -9 -9
289 11 -9 -9 -9
290 11 -9 -9 -9
291 11 -9 2 -9
292 11 2 1 -9
293 11 -9 1 -9
294 11 -9 1 -9
295 11 2 1 3
296 11 2 1 -9
297 11 2 1 -9
298 11 1 1 3
299 11 -9 2 3
300 11 -9 1 3
301 11 2 1 -9
302 11 2 2 -9
303 11 2 2 -9
304 11 3 1 -9
305 11 2 1 -9
306 11 2 1 -9
307 11 3 1 3
308 11 1 1 3
309 11 -9 1 3
310 11 1 1 3
311 11 2 2 3
312 11 2 1 3
313 11 2 1 3
314 11 2 1 3
315 11 -9 -9 -9
316 11 2 -9 -9
317 11 -9 -9 -9
318 11 -9 -9 -9
319 12 3 1 3
320 12 2 1 3
321 12 2 1 3
322 12 3 2 2
323 12 2 1 3
324 12 2 1 3
325 12 2 1 3
326 12 2 1 3
327 12 3 1 3
328 12 1 2 3
329 12 2 2 3
330 12 2 1 3
331 12 2 1 3
332 12 3 1 3
333 12 2 2 3
334 12 2 1 3
335 12 2 1 3
336 12 1 2 3
337 12 2 2 3
338 12 2 2 3
339 12 3 1 3
340 12 3 1 3
341 12 2 2 3
342 12 2 1 3
343 12 2 1 3
344 12 2 1 3
345 12 2 1 3
346 12 2 2 3
347 12 -9 -9 -9
348 12 -9 -9 -9
349 13 3 1 3
350 13 3 1 3
351 13 3 1 3
352 13 3 1 3
353 13 3 1 3
354 13 2 1 3
355 13 3 1 3
356 13 3 1 3
357 13 3 1 3
358 13 3 1 3
458 17 -9 -9 -9
459 17 -9 -9 -9
460 18 3 1 -9
461 18 2 1 3
462 18 2 1 3
463 18 -9 1 3
464 18 2 1 -9
465 18 3 1 3
466 18 3 1 -9
467 18 -9 1 -9
468 18 -9 1 3
469 18 3 1 3
470 18 2 1 3
471 18 -9 -9 -9
472 18 3 -9 3
473 18 3 1 -9
474 18 3 1 -9
475 18 -9 -9 -9
476 18 -9 -9 -9
477 18 3 1 3
478 18 2 1 3
479 18 -9 -9 -9
480 18 3 1 3
481 18 3 1 3
482 18 2 1 3
483 18 2 1 3
484 18 3 1 3
485 18 2 1 3
486 18 -9 -9 -9
487 18 -9 -9 3
488 18 -9 1 -9
489 18 -9 -9 -9
490 19 -9 1 -9
491 19 2 1 3
492 19 2 1 3
493 19 3 1 3
494 19 3 1 3
495 19 2 1 3
496 19 3 1 3
497 19 3 1 3
498 19 2 1 3
499 19 2 1 3
500 19 2 1 3
501 19 3 1 3
502 19 2 1 3
503 19 2 1 3
504 19 2 1 3
505 19 2 1 3
506 19 3 1 3
507 19 3 1 3
508 19 2 1 3
509 19 2 1 3
510 19 3 1 3
511 19 3 1 3
512 19 3 1 3
513 19 2 1 3
514 19 3 1 3
515 19 3 1 3
516 19 3 1 3
517 19 2 -9 3
518 19 -9 -9 -9
519 19 -9 -9 -9
520 20 2 1 3
521 20 2 1 3
522 20 2 1 3
523 20 2 1 -9
524 20 2 1 -9
525 20 2 1 3
526 20 2 1 3
527 20 3 1 3
528 20 3 1 3
529 20 3 1 3
530 20 3 1 3
531 20 2 1 3
532 20 2 1 3
533 20 3 1 3
534 20 3 1 3
535 20 3 1 3
536 20 2 1 3
537 20 2 1 3
538 20 2 1 3
539 20 2 1 3
540 20 3 1 3
541 20 2 1 3
542 20 2 1 3
543 20 3 1 3
544 20 2 1 3
545 20 2 1 3
546 20 2 -9 -9
547 20 -9 -9 -9
548 20 -9 -9 -9
549 20 -9 -9 -9
550 21 3 1 3
551 21 2 1 3
552 21 3 1 3
553 21 2 1 3
554 21 3 1 3
555 21 1 1 3
556 21 2 1 3
557 21 2 1 3
558 21 2 1 3
559 21 -9 1 3
560 21 2 1 3
561 21 3 1 3
562 21 2 1 3
563 21 2 1 3
564 21 2 1 3
565 21 2 1 3
566 21 2 1 3
567 21 3 1 3
568 21 2 1 3
569 21 2 1 3
570 21 3 1 3
571 21 3 1 3
572 21 3 1 3
573 21 1 1 3
574 21 2 1 3
575 21 2 1 3
576 21 2 -9 3
577 21 2 -9 3
578 21 2 -9 -9
579 21 -9 -9 -9
580 22 3 1 3
581 22 2 1 3
582 22 2 1 3
583 22 3 1 3
584 22 3 1 3
585 22 3 1 3
586 22 3 1 3
587 22 2 1 3
588 22 -9 -9 -9
589 22 3 1 3
590 22 3 1 3
591 22 2 1 3
592 22 3 1 3
593 22 2 1 3
594 22 2 1 3
595 22 2 1 3
596 22 2 1 3
597 22 2 1 3
598 22 2 1 3
599 22 2 1 3
600 22 2 1 3
601 22 2 1 3
602 22 2 1 3
603 22 2 1 3
604 22 3 1 3
605 23 -9 1 3
606 23 2 1 3
607 23 2 1 3
608 23 2 1 3
609 23 2 1 3
610 23 2 1 3
611 23 3 1 3
612 23 2 1 3
613 23 2 1 3
614 23 2 1 3
615 23 3 1 3
616 23 2 1 3
617 23 2 1 3
618 23 3 1 3
619 23 2 1 3
620 23 3 1 3
621 23 -9 1 3
622 23 2 1 3
623 23 3 1 3
624 23 3 1 3
625 23 2 1 3
626 23 2 1 3
627 23 3 1 3
628 23 3 1 3
629 23 3 1 3
630 23 3 1 3
631 23 3 -9 3
632 23 3 -9 3
633 23 -9 -9 -9
634 23 -9 -9 -9
635 24 3 1 3
636 24 3 1 3
637 24 3 1 3
638 24 3 1 3
639 24 3 1 3
640 24 2 1 3
641 24 2 1 3
642 24 3 1 3
643 24 2 1 3
644 24 2 1 3
645 24 2 1 3
646 24 3 1 3
647 24 2 1 3
648 24 3 1 3
649 24 2 1 3
650 24 2 1 3
651 24 2 1 3
652 24 3 1 3
653 24 2 1 3
654 24 2 1 3
655 24 3 1 3
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656 24 3 1 3
657 24 2 1 3
658 24 2 1 3
659 24 2 1 3
660 24 3 1 3
661 24 3 1 3
662 25 -9 1 3
663 25 -9 1 3
664 25 -9 1 3
665 25 3 1 3
666 25 2 1 3
667 25 2 1 3
668 25 2 1 3
669 25 2 1 3
670 25 2 1 3
686 26 2 1 3
687 26 3 1 3
688 26 2 1 3
689 26 2 1 3
690 26 2 1 3
691 26 3 1 3
692 26 3 1 3
693 26 2 1 3
694 26 2 1 3
695 26 2 1 3
696 26 2 1 3
697 26 2 1 3
698 26 2 1 3
699 26 -9 1 3
700 26 2 1 3
671 25 2 1 3
672 25 2 1 3
673 25 2 1 3
674 25 2 1 3
675 25 3 1 3
676 25 3 1 3
677 26 3 1 3
678 26 3 1 3
679 26 3 1 3
680 26 3 1 3
681 26 3 1 3
682 26 3 1 3
683 26 3 1 3
684 26 2 1 3
685 26 2 1 3
701 26 2 1 3
702 26 1 1 3
703 26 2 1 3
704 26 1 1 3
705 27 1 1 3
706 27 2 1 3
707 27 2 1 3
708 27 3 1 3
709 27 2 1 3
710 27 2 1 3
711 27 2 1 3
712 27 2 1 3
713 27 2 1 3
714 27 2 1 3
715 27 3 1 3
716 27 3 1 3
717 27 2 1 3
718 27 2 1 3
719 27 2 1 3
720 27 2 1 3
721 27 2 1 3
722 27 2 1 3
723 27 3 1 3
724 27 2 1 3
725 27 2 1 3
726 27 2 1 3
727 27 2 1 3
728 27 3 1 3
729 27 2 1 3
730 27 2 1 3
2.4. Μήτρες εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή GENECLASS
Για την ταυτοποίηση κάθε διαχρονικού δείγματος από την περιοχή της Καλιφόρνιας με βάση τους υποπληθυσμούς 
της δυτικής, της κεντρικής και της ανατολικής Μεσογείου - με περαιτέρω διαχωρισμό του τελευταίου σε κυπριακό και 
ισραηλινό - αλλά και βάσει του Νοτιοαφρικανικού δείγματος, η μήτρα αναφοράς των ορισθέντων υποπληθυσμών 
προέλευσης των δειγμάτων (η οποία εισάγεται στο πεδίο ‘’Reference populations:’’) και η μήτρα των διαχρονικών 
δειγμάτων της Καλιφόρνιας που πρόκειται να ταυτοποιηθούν (και η οποία εισάγεται στο πεδίο ‘’Samples to be as-
signed:’’),  παρατίθενται, αντιστοίχως, αμέσως παρακάτω:






   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 02 01
   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 02 00
   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 02 00
   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 02 00
   WMe, 02 02 03
   WMe, 03 02 01
   WMe, 00 00 00
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 01
   WMe, 02 02 02
   WMe, 02 02 03
   WMe, 03 02 03
   WMe, 01 02 03
   WMe, 02 02 02
   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 02 03
   WMe, 00 00 03
   WMe, 00 00 03
   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 00 00 
   WMe, 03 00 00
   WMe, 03 02 03
   WMe, 03 02 02
   WMe, 02 02 03
   WMe, 03 01 03
   WMe, 03 02 03
   WMe, 02 02 00
   WMe, 02 02 03
   WMe, 03 01 03
   WMe, 02 02 00
   WMe, 03 02 00
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 03 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 02
   WMe, 02 02 02
   WMe, 02 02 02
   WMe, 01 02 00
   WMe, 02 02 00
   WMe, 02 02 00
   WMe, 02 02 00
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 01 02 03
   WMe, 03 02 03
   WMe, 03 01 00
   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 00 00          
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 01 03
   WMe, 02 02 01
   WMe, 02 02 01
   WMe, 01 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 01
   WMe, 01 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 03 01 03
   WMe, 02 02 02
   WMe, 02 02 02
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 03 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 02
   WMe, 00 00 03
   WMe, 00 00 03
   WMe, 00 00 03   
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 00
   WMe, 02 02 03 
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 02
   WMe, 02 02 03
   WMe, 03 01 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 02
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 00 02 03
   WMe, 00 02 03
   WMe, 00 02 03
   WMe, 00 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 02
   WMe, 03 01 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 01
   WMe, 00 02 00
   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 00 00
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 03 02 03
   WMe, 03 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 01 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 03 01 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 01 03
   WMe, 02 02 02
   WMe, 00 02 03
   WMe, 02 02 02
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 03 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 00 03
   WMe, 02 00 00
   WMe, 02 00 00
   WMe, 03 01 03
   WMe, 02 01 03
   WMe, 01 02 03
   WMe, 02 02 02
   WMe, 02 02 00
   WMe, 00 00 00
   WMe, 00 02 00
   WMe, 02 02 03
   WMe, 00 00 00
   WMe, 01 02 03
   WMe, 02 01 00
   WMe, 02 02 00
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 03 01 03
   WMe, 02 02 03
   WMe, 02 01 00
   WMe, 03 01 03
POP
   CMe, 03 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 03 01 03
   CMe, 03 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 02 02
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 03 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 01 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 01 03
   CMe, 02 01 02
   CMe, 01 02 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 01 02 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 03 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 03 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 03 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 03 01 03
   CMe, 03 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 00 03
   CMe, 00 00 03
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 03 02 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 02 03
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   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 03 01 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 02 02 00
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 02 00
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 00 01 00
   CMe, 00 01 03
   CMe, 01 01 00
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 03 02 03
   CMe, 00 01 03
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 02 00
   CMe, 02 01 00
   CMe, 00 01 00
   CMe, 00 01 00
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 00
   CMe, 02 01 00
   CMe, 01 01 03
   CMe, 00 02 03
   CMe, 00 01 03
   CMe, 02 01 00
   CMe, 02 02 00
   CMe, 02 02 00
   CMe, 03 01 00
   CMe, 02 01 00
   CMe, 02 01 00
   CMe, 03 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 00 01 03
   CMe, 01 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 00 00 00
   CMe, 02 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
   CMe, 03 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 03 02 02
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 03 01 03
   CMe, 01 02 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 03 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 01 02 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 03 01 03
   CMe, 03 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 01 03
   CMe, 02 02 03
   CMe, 00 00 00
   CMe, 00 00 00
POP
   Cyp, 03 01 03
   Cyp, 03 01 03
   Cyp, 03 01 03
   Cyp, 03 01 03
   Cyp, 03 01 03
   Cyp, 02 01 03
   Cyp, 03 01 03
   Cyp, 03 01 03
   Cyp, 03 01 03
   Cyp, 03 01 03
   Cyp, 03 01 03
   Cyp, 00 01 03
   Cyp, 02 01 03
   Cyp, 02 01 03
   Cyp, 00 03 03
   Cyp, 02 01 03
   Cyp, 02 01 03
   Cyp, 03 01 03
   Cyp, 02 01 03
   Cyp, 03 00 03
   Cyp, 02 01 03
   Cyp, 02 01 03
   Cyp, 02 01 03
   Cyp, 02 01 03
   Cyp, 02 01 02
   Cyp, 01 01 03
   Cyp, 02 01 03
   Cyp, 00 00 03
   Cyp, 00 00 00
   Cyp, 00 00 00
POP
   Isr, 03 01 03
   Isr, 02 01 03
   Isr, 02 01 03
   Isr, 02 01 03
   Isr, 03 01 03
   Isr, 03 01 03
   Isr, 03 01 03
   Isr, 01 01 03
   Isr, 02 01 03
   Isr, 02 01 03
   Isr, 03 01 03
   Isr, 03 01 03
   Isr, 01 01 03
   Isr, 02 01 03
   Isr, 02 01 03
   Isr, 03 01 03
   Isr, 02 01 03
   Isr, 02 01 03
POP
   SoA, 03 01 03
   SoA, 02 01 03
   SoA, 02 01 03
   SoA, 03 01 03
   SoA, 03 01 00
   SoA, 02 01 03
   SoA, 02 01 03
   SoA, 03 01 03
   SoA, 01 01 03
   SoA, 03 01 03
   SoA, 03 01 03
   SoA, 03 01 03
   SoA, 02 01 03
   SoA, 01 01 03
   SoA, 03 01 03
   SoA, 01 01 03
   SoA, 03 01 03
   SoA, 02 01 03
   SoA, 02 01 03
   SoA, 01 01 03
   SoA, 03 01 03
   SoA, 03 01 03
   SoA, 01 01 03






   LA9, 02 01 03
   LA9, 02 01 03
   LA9, 03 01 03
   LA9, 03 01 03
   LA9, 02 01 03
   LA9, 02 01 03
   LA9, 02 01 03
   LA9, 02 01 03
   LA9, 02 01 03
   LA9, 02 01 03
POP
   Ca4, 03 01 03
   Ca4, 03 01 03
   Ca4, 02 01 00
   Ca4, 02 01 03
   Ca4, 03 01 00
   Ca4, 03 01 03
   Ca4, 02 01 03
   Ca4, 03 01 03
   Ca4, 02 01 03
   Ca4, 02 01 03
   Ca4, 02 01 03
   Ca4, 03 01 03
   Ca4, 02 00 03
   Ca4, 02 00 03
   Ca4, 00 01 00
   Ca4, 03 00 03
   Ca4, 03 01 03
   Ca4, 02 01 00
   Ca4, 00 01 03
   Ca4, 03 01 03
   Ca4, 02 01 03
   Ca4, 02 01 03
   Ca4, 03 01 03
   Ca4, 03 01 00
   Ca4, 02 01 03
   Ca4, 03 00 03
   Ca4, 02 01 03
   Ca4, 02 00 00
   Ca4, 00 00 00
   Ca4, 00 00 00
POP
   Na4, 03 01 00
   Na4, 02 01 03
   Na4, 02 01 03
   Na4, 00 01 03
   Na4, 02 01 00
   Na4, 03 01 03
   Na4, 03 01 00
   Na4, 00 01 00
   Na4, 00 01 03
   Na4, 03 01 03
   Na4, 02 01 03
   Na4, 00 00 00
   Na4, 03 00 03
   Na4, 03 01 00
   Na4, 03 01 00
   Na4, 00 00 00
   Na4, 00 00 00
   Na4, 03 01 03
   Na4, 02 01 03
   Na4, 00 00 00
   Na4, 03 01 03
   Na4, 03 01 03
   Na4, 02 01 03
   Na4, 02 01 03
   Na4, 03 01 03
   Na4, 02 01 03
   Na4, 00 00 00
   Na4, 00 00 03
   Na4, 00 01 00
   Na4, 00 00 00
POP
   So4, 00 01 00
   So4, 02 01 03
   So4, 02 01 03
   So4, 03 01 03
   So4, 03 01 03
   So4, 02 01 03
   So4, 03 01 03
   So4, 03 01 03
   So4, 02 01 03
   So4, 02 01 03
   So4, 02 01 03
   So4, 03 01 03
   So4, 02 01 03
   So4, 02 01 03
   So4, 02 01 03
   So4, 02 01 03
   So4, 03 01 03
   So4, 03 01 03
   So4, 02 01 03
   So4, 02 01 03
   So4, 03 01 03
   So4, 03 01 03
   So4, 03 01 03
   So4, 02 01 03
   So4, 03 01 03
   So4, 03 01 03
   So4, 03 01 03
   So4, 02 00 03
   So4, 00 00 00
   So4, 00 00 00
POP
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 02 01 00
   Yo4, 02 01 00
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 03 01 03
   Yo4, 03 01 03
   Yo4, 03 01 03
   Yo4, 03 01 03
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 03 01 03
   Yo4, 03 01 03
   Yo4, 03 01 03
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 03 01 03
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 03 01 03
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 02 01 03
   Yo4, 02 00 00
   Yo4, 00 00 00
   Yo4, 00 00 00
   Yo4, 00 00 00
POP
   SL4, 03 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 03 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 03 01 03
   SL4, 01 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 00 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 03 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 03 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 03 01 03
   SL4, 03 01 03
   SL4, 03 01 03
   SL4, 01 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 02 01 03
   SL4, 02 00 03
   SL4, 02 00 03
   SL4, 02 00 00
   SL4, 00 00 00
POP
   SD2, 03 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 03 01 03  
   SD2, 03 01 03
   SD2, 03 01 03
   SD2, 03 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 00 00 00
   SD2, 03 01 03
   SD2, 03 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 03 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 02 01 03
   SD2, 03 01 03
POP
   SD5, 00 01 03
   SD5, 02 01 03
   SD5, 02 01 03
   SD5, 02 01 03
   SD5, 02 01 03
   SD5, 02 01 03
   SD5, 03 01 03
   SD5, 02 01 03
   SD5, 02 01 03
   SD5, 02 01 03
   SD5, 03 01 03
   SD5, 02 01 03
   SD5, 02 01 03
   SD5, 03 01 03
   SD5, 02 01 03
   SD5, 03 01 03
   SD5, 00 01 03
   SD5, 02 01 03
   SD5, 03 01 03
   SD5, 03 01 03
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   SD5, 02 01 03
   SD5, 02 01 03
   SD5, 03 01 03
   SD5, 03 01 03
   SD5, 03 01 03
   SD5, 03 01 03
   SD5, 03 00 03
   SD5, 03 00 03
   SD5, 00 00 00
   SD5, 00 00 00
POP
   SD9, 03 01 03
   SD9, 03 01 03
   SD9, 03 01 03
   SD9, 03 01 03
   SD9, 03 01 03
   SD9, 02 01 03
   SD9, 02 01 03
   SD9, 03 01 03
   SD9, 02 01 03
   SD9, 02 01 03
   SD9, 02 01 03
   SD9, 03 01 03
   SD9, 02 01 03
   SD9, 03 01 03
   SD9, 02 01 03
   SD9, 02 01 03
   SD9, 02 01 03
   SD9, 03 01 03
   SD9, 02 01 03
   SD9, 02 01 03
   SD9, 03 01 03
   SD9, 03 01 03
   SD9, 02 01 03
   SD9, 02 01 03
   SD9, 02 01 03
   SD9, 03 01 03
   SD9, 03 01 03
POP
   SL2, 00 01 03
   SL2, 00 01 03
   SL2, 00 01 03
   SL2, 03 01 03
   SL2, 02 01 03
   SL2, 02 01 03
   SL2, 02 01 03
   SL2, 02 01 03
   SL2, 02 01 03
   SL2, 02 01 03
   SL2, 02 01 03
   SL2, 02 01 03
   SL2, 02 01 03
   SL2, 03 01 03
   SL2, 03 01 03
POP
   SL6, 03 01 03
   SL6, 03 01 03
   SL6, 03 01 03
   SL6, 03 01 03
   SL6, 03 01 03
   SL6, 03 01 03
   SL6, 03 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 03 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 03 01 03
   SL6, 03 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 00 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 01 01 03
   SL6, 02 01 03
   SL6, 01 01 03
POP
   SL8, 01 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 03 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 03 01 03
   SL8, 03 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 03 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 03 01 03
   SL8, 02 01 03
   SL8, 02 01 03
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/* Allele adaptation in Lab Strain */
Number of populations = 8
Number of loci = 10
Locus name : 
Boms2 Boms29 Boms18 Boms10 Boms21 Boms61 
Boms31 Boms30 Boms22 Boms25
ID = 1
Name = Wild I
AA AA AE .. BD AA BC CC AA CC
AB AA BB CC EE BB AA AC AA AB
AB CC BE AM DF AB AC BC AA BC
BC AF CE CC BC AB CD AB .. BC
AA .. AE AI BE AB BC AA AA AB
AA AA AE AC BD AA BB CG AA AC
AB AD AA CM BE AB BC AC BD AB
AB .. AE CM CE AB AC AB AA BE
AA AA BC AA BD AB AC AI AA AA
CC AA AA AC BF BB AB CF AA BB
BC AA BC CM AC BB CC AC AA AE
BC GG AC AD CF BB CC AA AG AJ
AB BB AC AA CC AB CD CC AB AE
AA AA AA BM BD AB AC AA AA AI
AB AD EE BF EF BB CC AA AA AA 
AB BD BC AA CE AB AD AA AA BB
AA BC AB AM BD AB CC AA AA BB
AB AA AE CM AB AB CC AC AA EE
AA AG AC .. BE AA BB AA AA AB
AB DG CE AA DD AB BB AA AA EE
BC AA BE MM EE AA BC AF AA BB
BC DG AC AF BC AA AC BC AA AC
AB DG AA AA CC AA CC AA AA AB
AA AD AC CC DD AB AC AA AA AE
BB CC AA AA EF AB BC AA AA CC
AA AG AE AC CC AB AC .. AA EE
AA CF CC CC EE AA BC AA AA BE
BC BG EE CF CD BB AC AA AA AE
AA DG AC AC CF AB AC AA AA AB
BC AD BC AC CD AA AB AA AA AA
ID = 2
Name = F1 I Israel
AB AG AA AC BE BB BC AC AA AE
.. DE AC AC BE AB AC AB AA BE
AA DD EE AM EE AB AB AC AA BE
.. AB BE AA CD AB AC CC .. AB
AA DD AA DM EE AA AC CC .. AE
AA AA BC AC BF AA AC AC AA ..
AA AD EE BD DE AA AB AC AA .. 
AA AD AE AD DE AA .. AC AA AB
AB DE AA AB EE AB BC CC AA ..
BC AG AA AC CE AA AB AK AA AA
.. AG .. .. .. AB .. CC .. ..
AA AA AE DM DE AA .. AC AA AE
AB AA AA AA BD AA CC AC AA AD
BB DD AA CD BE BB CC CF AA AA
AB AD AB AC BB BB BB CG AA AE
AB AG CE CC CD AB AB AC AA AE
AB AA .. .. .. BB AC AC AA AB
ID = 3
Name = F2 I Israel
AC AG AC AC CE AA AB .. AF BE
AC AG AA AA DE AB CC CF AA AB
BC FG CF AC CC AA AC BG AA BC
AB AD EE AA CD AA BC AA AA AA
BC FG CF AC CC AA AC AA AA BC
AB GG CF AC BC AB AC AF AA BC
AC AG AE CM CD AA BC AA AF AE
AA AG AA AB AD BB CC AC AA AB
AC AG AE CM CE AA AA AB AF AE
AC FG CF AC CD AB AC AF AA BC
BB GG AC CM BB AB AC AF AA AB
AC GG AC AC CD AA AB AB AF BE
AC GG CF AC BD AB CC AF AA BC
AC AA AC AC BE AB AA BG AA AB
AA GG CF AC BC AA AC BG AA BC
CC AG .. AA BC BB AB AC AA AB
BB AG EF AA BD AB AA CF AA AB 
BB AG AF AA BC AB AB AF AA AB
AA AA AC CM BD AA AA AB AF AB
AB AG EF AA BD BB AA AA AA AB
BC GG AA AC BD AB BC AG AA BC
AC GG AC CM CD AA BC AA AF AE
AB GG AC AC BC AB CC BG AA BC
AC AA AC AC CD AA AA AB AF BE
BC AG AE AC BD AB AC AA AA BC
AB GG AA AC BD AA BC AA AA BC
AC AG AE AC BE AA BC AA AF AB
BC GG AF AC BC AB AB AG AA AC
AA GG AE CM CD AA BC AB AA AA
AC .. AF AA AD AB AC CF AA AB
ID = 4
Name = F3 I Israel
AC GG AF AA CD AA AC AF AA BB 
BC AG AA BC DE AA AC CF AA BC
BC BF AB BC CD AB BB CF AA AC
AA .. AA AC DE AB BC AA AA BB
AC AF AA AB CE AA BC CG AA AB
AC GG AC AA CD AB CC AC AA AB
AC FG AF CC CD AA AB FF AA BC
BC AA AA AA BE AA CC AF AA BB
AB GG AF AA CD BB BC AF AA ..
AB FG AF AC BC AA AC AA AA ..
AC DF AA AC BC AA BC AF AA BC
AB GG AF CC BC AA AC AF AA BC
AA AA AE CM CD AB CC AA AA AJ
AC DF FF AA CD AA AC AF AA BB
AA AG .. AA CE AB AC AA AA BB
BC DF AC AC BC AA BC AF AA BB
CC GG AF AA BC AB AB AA AA BC
AC DF FF CC CD AA AB FF AA BC
BB DF AF AC CD AA AC AF AA BC
AA AA AA BC DE AB CC AA AA AB
BB DD BC CC BE AB AC AC AA AB
AA GG AA AA CD AB CC AF AA BB
CC BF AC AC BC AA BC AF AA BB
AB AG EF AA BC BB AC AA AA BC
AA AA BC AC EE .. AA CC AA BB
AC .. AF AC CE AB AB AA AA BE
BB BF FF AA CD AA AB AF AA BC
AC BF FF AA CD AA AB AF AA BB
CC GG AC AA BC AA BC AF AA BC
AC GG AF AA BC AA AC AF AA BC
ID = 5
Name = F5 I Israel
AC AA CE CC BB AA CC CG AA EE
AA GG CE CM CD AA BC AC AA AC
AB AG CF AC BC AB AC AF AA BE
AC AA CF CM BB AA CC CC AA AE
BC GG AB AC DE AA AA CF AA AB
BC GG AF CC BD AB AC .. AA AE
AC AG CC AC BC AA CC CG AA CE
BC GG .. AC CD AB AA CC AA AE
AA AG AC AC CE AA AC AC AA BE
AC AA CC AC BB AA CC AG AA EE
AA AG FF AM BC AA CC AG AA AE
AB GG AA AC CD BB .. FF AA AB
BC GG FF AC BD BB AC CC AA BC
BC AG AF CC CD AA AA AC AA AC
BB GG AI AC CD AB AA AF AA BB
BB AG CF AA CE AB AC .. AF AC
BC AG CF .. CD AB AC AC AA AB
AB AB BE AC CD AA AC CF AA BC
AB AG .. AC CD AB AA CC AA AE
BC AB AI AC CD AB AC AF AA BE
AA AA AF AB EE BB AC AA AA AB
AA AA EF .. BB .. CC AA AA AE
AB GG AF CC BD AB AC CG AA AE
AA AA AB AA EE AB AB AA AA BB
AC AA CE AM BB AA CC AG AA AE
AA GG .. CC CD AA CC AA AF CE
BB AG .. AA BE BB AB AA AA BB
AC AG CE CC CC AA CC CG AA EE
AA GG BF AC BD AA AC CF AA BC
AA AG AF CC BD AB AA AC AA AE
ID = 6
Name = F8 I Israel
BB AA BE CC DE AA AC CC AA AE 
AB AG BF CC BD AA AC CC AA AE
BB AA II AA DE BB AA AC AA AA
BB AA AF AM DE AB BC FF AA BC
AB AF BB AC CD BB AB AC AA AA
BB GG BF AC CD AB AA CC AA AE
AB AG BF CM DE AA AA CC AA AE
.. AG AF AM DE AB AA AA AA AB
.. .. BF CC CC AB AA CF AA AA
.. AG CF .. DE AA AC CC AA AA
AB AA BF AC BB AB AA CC AA AC
AB GG BB CC CD AB AA CC AA AA
.. AA BB AC DE AB AA CC AA AA
BB AG BB AC DD AB AA AC AA AA
.. AA BF AM BE AA AA CC AA CE
AB AA BF AC DE BB AA CC AA BE
BC AA CF CC CE AA AC CC AA AA
BB AA BI AA DE BB AB AC AA AB
AB AG BB AC DD AA AA CF AF AA
BB AA BB CC DE AA AA CC AA AA
BB AA BB AC DE BB AA AC AA AA
AB AG AB CC CD AA AA CG AA AE
AB AG BB CC CD AB AA AC AA AC
BC AA BF AA DE AA AA CF AA AB
AC AG BF CC CE AA AA CC AA AA
AB AA BB CM BD AA AA AC AA BE
AB AA BB AA CD AA AA AA AA AC
BB AA BF AC DD AA AA CC AA AB
AB AA AB CC BD BB AA CC AA AE
BB AG AB CC BD AA AA CF AA AC
ID = 7
Name = F11 I Israel
BB AG AB AC CD AA AA AC AA AA
BB AG II AC DE BB AA AC AA AB
AB AA II AA DE BB AB AC AA BB
BB AA II AA DE BB AA FF AA AA
BB AA BI AA DD BB AB AA AA BB
BB AG II AA EE AB AA CF AA AA
AB AA II AA DD BB AA CC AA BB
BB AA BI AA DE BB AB AC AA BB
AB AG BI AC DD AB AA CC AA AA
BB GG BB CC DD BB AA CF AA AA
BB AG AI AA CD AB AB AF AA AB
BB AG BI CC DD AB AA AC AA ..
BB AA II AA DD BB AA CF AA AA
BB AA BB AA DE AB AB CF AA AA
BB AA BB AA DD AB BB AA AA BB
BB AA II AA DE BB AA FF AA AB
AB AG AI AA DE AB AA AA AA AB
BB AA BI AA DE BB AB AA AA AA
BB AA II AA DE BB AA FF AA AA
BB AA BI AC DE BB AA AC AA AA
BB AA II AA DD BB AA CC AA AA
BB AA AI AA DE BB AB CF AA AB
BB AG BI CC DD AB AA CF AA AA
BB AA AI AC DD BB AA CF AA AB
BB AA EI CC DE AB AA CC AA AA
BB AG II AC DE AB AA AF AA AB
BB AA AB AA DD BB AB CC AA BB
BB AA II AA DD BB AB CF AA BB
AB AG II AC DE AB AA AA AA AB
BB AA II .. DE BB AA FF AA BB
ID = 8
Name = F22 I Israel
BB AA BI AC DD BB AA CF AA AB
BB AA AI AC DE BB AA AF AA AA
BB AA BI AC DE AB AB CC AA AB   
BB AA AB AA DE BB AA AC AA AA 
BB AA AB AC DE BB AA AC AA AB 
BB AA BI AC DE AB AA AA AA AA 
BB AA BI AC DD BB AA AC AA AA 
BB AA BI CC DE BB AA AC AA AB 
BB AA BI AA DD AA AA CC AA AB 
BB AA AI AC DE BB AA AA AA AA 
3. Ανάλυση της προσαρμογής του αποικιοποιημένου ισραηλινού
στελέχους δάκου σε τεχνητές συνθήκες εργαστηριακής εκτροφής,
με τη χρήση μικροδορυφορικών δεικτών
Ακολούθως, παρατίθενται οι μήτρες εισαγωγής δεδομένων στις στατιστικές εφαρμογές που χρησιμοποιήθηκαν στη 
μελέτη προσαρμογής ενός ισραηλινού αποικιοποιημένου στελέχους δάκου σε συνθήκες εργαστηριακής εκτροφής. Η 
ανάλυση αυτή διενεργήθηκε με τη χρήση των ίδιων δέκα μικροδορυφορικών δεικτών.
3.1. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή POPGENE
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BB AA AA AA DD BB AB AA AA AB 
BB AA BI AC DE AB AA AC AA AB 
BB AA AA AA DD AB AA AF AA AA 
BB AA BI AA EE BB AA AF AA BB
BB AA AA AA EE BB AB CC AA AB 
BB AA AB CC EE AB AA AC AA AB 
BB AA AA CC EE AB AB AC AA AB 
BB AA BI AA DD AB AA AA AA AB 
BB AA BB AA DE BB AA AA AA BE 
BB AA BB AA DD AB AA AC AA AB
BB AA AB AA DD BB AA CF AA BB 
BB AA BI AA DD BB AA CC AA AA
3.2. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή GENEPOP











POP                    
   Wil, 0101 0101 0105 0000 0204 0101 0203 0303 0101 0303
   Wil, 0102 0101 0202 0303 0505 0202 0101 0103 0101 0102
   Wil, 0102 0303 0205 0113 0406 0102 0103 0203 0101 0203
   Wil, 0203 0106 0305 0303 0203 0102 0304 0102 0000 0203
   Wil, 0101 0000 0105 0109 0205 0102 0203 0101 0101 0102
   Wil, 0101 0101 0105 0103 0204 0101 0202 0307 0101 0103
   Wil, 0102 0104 0101 0313 0205 0102 0203 0103 0204 0102
   Wil, 0102 0000 0105 0313 0305 0102 0103 0102 0101 0205
   Wil, 0101 0101 0203 0101 0204 0102 0103 0109 0101 0101
   Wil, 0303 0101 0101 0103 0206 0202 0102 0306 0101 0202
   Wil, 0203 0101 0203 0313 0103 0202 0303 0103 0101 0105
   Wil, 0203 0707 0103 0104 0306 0202 0303 0101 0107 0110
   Wil, 0102 0202 0103 0101 0303 0102 0304 0303 0102 0105
   Wil, 0101 0101 0101 0213 0204 0102 0103 0101 0101 0109
   Wil, 0102 0104 0505 0206 0506 0202 0303 0101 0101 0101 
   Wil, 0102 0204 0203 0101 0305 0102 0104 0101 0101 0202
   Wil, 0101 0203 0102 0113 0204 0102 0303 0101 0101 0202
   Wil, 0102 0101 0105 0313 0102 0102 0303 0103 0101 0505
   Wil, 0101 0107 0103 0000 0205 0101 0202 0101 0101 0102
   Wil, 0102 0407 0305 0101 0404 0102 0202 0101 0101 0505
   Wil, 0203 0101 0205 1313 0505 0101 0203 0106 0101 0202
   Wil, 0203 0407 0103 0106 0203 0101 0103 0203 0101 0103
   Wil, 0102 0407 0101 0101 0303 0101 0303 0101 0101 0102
   Wil, 0101 0104 0103 0303 0404 0102 0103 0101 0101 0105
   Wil, 0202 0303 0101 0101 0506 0102 0203 0101 0101 0303
   Wil, 0101 0107 0105 0103 0303 0102 0103 0000 0101 0505
   Wil, 0101 0306 0303 0303 0505 0101 0203 0101 0101 0205
   Wil, 0203 0207 0505 0306 0304 0202 0103 0101 0101 0105
   Wil, 0101 0407 0103 0103 0306 0102 0103 0101 0101 0102
   Wil, 0203 0104 0203 0103 0304 0101 0102 0101 0101 0101
POP
   WF1, 0102 0107 0101 0103 0205 0202 0203 0103 0101 0105
   WF1, 0000 0405 0103 0103 0205 0102 0103 0102 0101 0205
   WF1, 0101 0404 0505 0113 0505 0102 0102 0103 0101 0205
   WF1, 0000 0102 0205 0101 0304 0102 0103 0303 0000 0102
   WF1, 0101 0404 0101 0413 0505 0101 0103 0303 0000 0105
   WF1, 0101 0101 0203 0103 0206 0101 0103 0103 0101 0000
   WF1, 0101 0104 0505 0204 0405 0101 0102 0103 0101 0000 
   WF1, 0101 0104 0105 0104 0405 0101 0000 0103 0101 0102
   WF1, 0102 0405 0101 0102 0505 0102 0203 0303 0101 0000
   WF1, 0203 0107 0101 0103 0305 0101 0102 0111 0101 0101
   WF1, 0000 0107 0000 0000 0000 0102 0000 0303 0000 0000
   WF1, 0101 0101 0105 0413 0405 0101 0000 0103 0101 0105
   WF1, 0102 0101 0101 0101 0204 0101 0303 0103 0101 0104
   WF1, 0202 0404 0101 0304 0205 0202 0303 0306 0101 0101
   WF1, 0102 0104 0102 0103 0202 0202 0202 0307 0101 0105
   WF1, 0102 0107 0305 0303 0304 0102 0102 0103 0101 0105
   WF1, 0102 0101 0000 0000 0000 0202 0103 0103 0101 0102
POP
   WF2, 0103 0107 0103 0103 0305 0101 0102 0000 0106 0205
   WF2, 0103 0107 0101 0101 0405 0102 0303 0306 0101 0102
   WF2, 0203 0607 0306 0103 0303 0101 0103 0207 0101 0203
   WF2, 0102 0104 0505 0101 0304 0101 0203 0101 0101 0101
   WF2, 0203 0607 0306 0103 0303 0101 0103 0101 0101 0203
   WF2, 0102 0707 0306 0103 0203 0102 0103 0106 0101 0203
   WF2, 0103 0107 0105 0313 0304 0101 0203 0101 0106 0105
   WF2, 0101 0107 0101 0102 0104 0202 0303 0103 0101 0102
   WF2, 0103 0107 0105 0313 0305 0101 0101 0102 0106 0105
   WF2, 0103 0607 0306 0103 0304 0102 0103 0106 0101 0203
   WF2, 0202 0707 0103 0313 0202 0102 0103 0106 0101 0102
   WF2, 0103 0707 0103 0103 0304 0101 0102 0102 0106 0205
   WF2, 0103 0707 0306 0103 0204 0102 0303 0106 0101 0203
   WF2, 0103 0101 0103 0103 0205 0102 0101 0207 0101 0102
   WF2, 0101 0707 0306 0103 0203 0101 0103 0207 0101 0203
   WF2, 0303 0107 0000 0101 0203 0202 0102 0103 0101 0102
   WF2, 0202 0107 0506 0101 0204 0102 0101 0306 0101 0102 
   WF2, 0202 0107 0106 0101 0203 0102 0102 0106 0101 0102
   WF2, 0101 0101 0103 0313 0204 0101 0101 0102 0106 0102
   WF2, 0102 0107 0506 0101 0204 0202 0101 0101 0101 0102
   WF2, 0203 0707 0101 0103 0204 0102 0203 0107 0101 0203
   WF2, 0103 0707 0103 0313 0304 0101 0203 0101 0106 0105
   WF2, 0102 0707 0103 0103 0203 0102 0303 0207 0101 0203
   WF2, 0103 0101 0103 0103 0304 0101 0101 0102 0106 0205
   WF2, 0203 0107 0105 0103 0204 0102 0103 0101 0101 0203
   WF2, 0102 0707 0101 0103 0204 0101 0203 0101 0101 0203
   WF2, 0103 0107 0105 0103 0205 0101 0203 0101 0106 0102
   WF2, 0203 0707 0106 0103 0203 0102 0102 0107 0101 0103
   WF2, 0101 0707 0105 0313 0304 0101 0203 0102 0101 0101
   WF2, 0103 0000 0106 0101 0104 0102 0103 0306 0101 0102
POP
   WF3, 0103 0707 0106 0101 0304 0101 0103 0106 0101 0202 
   WF3, 0203 0107 0101 0203 0405 0101 0103 0306 0101 0203
   WF3, 0203 0206 0102 0203 0304 0102 0202 0306 0101 0103
   WF3, 0101 0000 0101 0103 0405 0102 0203 0101 0101 0202
   WF3, 0103 0106 0101 0102 0305 0101 0203 0307 0101 0102
   WF3, 0103 0707 0103 0101 0304 0102 0303 0103 0101 0102
   WF3, 0103 0607 0106 0303 0304 0101 0102 0606 0101 0203
   WF3, 0203 0101 0101 0101 0205 0101 0303 0106 0101 0202
   WF3, 0102 0707 0106 0101 0304 0202 0203 0106 0101 0000
   WF3, 0102 0607 0106 0103 0203 0101 0103 0101 0101 0000
   WF3, 0103 0406 0101 0103 0203 0101 0203 0106 0101 0203
   WF3, 0102 0707 0106 0303 0203 0101 0103 0106 0101 0203
   WF3, 0101 0101 0105 0313 0304 0102 0303 0101 0101 0110
   WF3, 0103 0406 0606 0101 0304 0101 0103 0106 0101 0202
   WF3, 0101 0107 0000 0101 0305 0102 0103 0101 0101 0202
   WF3, 0203 0406 0103 0103 0203 0101 0203 0106 0101 0202
   WF3, 0303 0707 0106 0101 0203 0102 0102 0101 0101 0203
   WF3, 0103 0406 0606 0303 0304 0101 0102 0606 0101 0203
   WF3, 0202 0406 0106 0103 0304 0101 0103 0106 0101 0203
   WF3, 0101 0101 0101 0203 0405 0102 0303 0101 0101 0102
   WF3, 0202 0404 0203 0303 0205 0102 0103 0103 0101 0102
   WF3, 0101 0707 0101 0101 0304 0102 0303 0106 0101 0202
   WF3, 0303 0206 0103 0103 0203 0101 0203 0106 0101 0202
   WF3, 0102 0107 0506 0101 0203 0202 0103 0101 0101 0203
   WF3, 0101 0101 0203 0103 0505 0000 0101 0303 0101 0202
   WF3, 0103 0000 0106 0103 0305 0102 0102 0101 0101 0205
   WF3, 0202 0206 0606 0101 0304 0101 0102 0106 0101 0203
   WF3, 0103 0206 0606 0101 0304 0101 0102 0106 0101 0202
   WF3, 0303 0707 0103 0101 0203 0101 0203 0106 0101 0203
   WF3, 0103 0707 0106 0101 0203 0101 0103 0106 0101 0203
POP
   WF5, 0103 0101 0305 0303 0202 0101 0303 0307 0101 0505
   WF5, 0101 0707 0305 0313 0304 0101 0203 0103 0101 0103
   WF5, 0102 0107 0306 0103 0203 0102 0103 0106 0101 0205
   WF5, 0103 0101 0306 0313 0202 0101 0303 0303 0101 0105
   WF5, 0203 0707 0102 0103 0405 0101 0101 0306 0101 0102
   WF5, 0203 0707 0106 0303 0204 0102 0103 0000 0101 0105
   WF5, 0103 0107 0303 0103 0203 0101 0303 0307 0101 0305
   WF5, 0203 0707 0000 0103 0304 0102 0101 0303 0101 0105
   WF5, 0101 0107 0103 0103 0305 0101 0103 0103 0101 0205
   WF5, 0103 0101 0303 0103 0202 0101 0303 0107 0101 0505
   WF5, 0101 0107 0606 0113 0203 0101 0303 0107 0101 0105
   WF5, 0102 0707 0101 0103 0304 0202 0000 0606 0101 0102
   WF5, 0203 0707 0606 0103 0204 0202 0103 0303 0101 0203
   WF5, 0203 0107 0106 0303 0304 0101 0101 0103 0101 0103
   WF5, 0202 0707 0109 0103 0304 0102 0101 0106 0101 0202
   WF5, 0202 0107 0306 0101 0305 0102 0103 0000 0106 0103
   WF5, 0203 0107 0306 0000 0304 0102 0103 0103 0101 0102
   WF5, 0102 0102 0205 0103 0304 0101 0103 0306 0101 0203
   WF5, 0102 0107 0000 0103 0304 0102 0101 0303 0101 0105
   WF5, 0203 0102 0109 0103 0304 0102 0103 0106 0101 0205
   WF5, 0101 0101 0106 0102 0505 0202 0103 0101 0101 0102
   WF5, 0101 0101 0506 0000 0202 0000 0303 0101 0101 0105
   WF5, 0102 0707 0106 0303 0204 0102 0103 0307 0101 0105
   WF5, 0101 0101 0102 0101 0505 0102 0102 0101 0101 0202
   WF5, 0103 0101 0305 0113 0202 0101 0303 0107 0101 0105
   WF5, 0101 0707 0000 0303 0304 0101 0303 0101 0106 0305
   WF5, 0202 0107 0000 0101 0205 0202 0102 0101 0101 0202
   WF5, 0103 0107 0305 0303 0303 0101 0303 0307 0101 0505
   WF5, 0101 0707 0206 0103 0204 0101 0103 0306 0101 0203
   WF5, 0101 0107 0106 0303 0204 0102 0101 0103 0101 0105
POP
   WF8, 0202 0101 0205 0303 0405 0101 0103 0303 0101 0105 
   WF8, 0102 0107 0206 0303 0204 0101 0103 0303 0101 0105
   WF8, 0202 0101 0909 0101 0405 0202 0101 0103 0101 0101
   WF8, 0202 0101 0106 0113 0405 0102 0203 0606 0101 0203
   WF8, 0102 0106 0202 0103 0304 0202 0102 0103 0101 0101
   WF8, 0202 0707 0206 0103 0304 0102 0101 0303 0101 0105
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   WF8, 0102 0107 0206 0313 0405 0101 0101 0303 0101 0105
   WF8, 0000 0107 0106 0113 0405 0102 0101 0101 0101 0102
   WF8, 0000 0000 0206 0303 0303 0102 0101 0306 0101 0101
   WF8, 0000 0107 0306 0000 0405 0101 0103 0303 0101 0101
   WF8, 0102 0101 0206 0103 0202 0102 0101 0303 0101 0103
   WF8, 0102 0707 0202 0303 0304 0102 0101 0303 0101 0101
   WF8, 0000 0101 0202 0103 0405 0102 0101 0303 0101 0101
   WF8, 0202 0107 0202 0103 0404 0102 0101 0103 0101 0101
   WF8, 0000 0101 0206 0113 0205 0101 0101 0303 0101 0305
   WF8, 0102 0101 0206 0103 0405 0202 0101 0303 0101 0205
   WF8, 0203 0101 0306 0303 0305 0101 0103 0303 0101 0101
   WF8, 0202 0101 0209 0101 0405 0202 0102 0103 0101 0102
   WF8, 0102 0107 0202 0103 0404 0101 0101 0306 0106 0101
   WF8, 0202 0101 0202 0303 0405 0101 0101 0303 0101 0101
   WF8, 0202 0101 0202 0103 0405 0202 0101 0103 0101 0101
   WF8, 0102 0107 0102 0303 0304 0101 0101 0307 0101 0105
   WF8, 0102 0107 0202 0303 0304 0102 0101 0103 0101 0103
   WF8, 0203 0101 0206 0101 0405 0101 0101 0306 0101 0102
   WF8, 0103 0107 0206 0303 0305 0101 0101 0303 0101 0101
   WF8, 0102 0101 0202 0313 0204 0101 0101 0103 0101 0205
   WF8, 0102 0101 0202 0101 0304 0101 0101 0101 0101 0103
   WF8, 0202 0101 0206 0103 0404 0101 0101 0303 0101 0102
   WF8, 0102 0101 0102 0303 0204 0202 0101 0303 0101 0105
   WF8, 0202 0107 0102 0303 0204 0101 0101 0306 0101 0103
POP
   F11, 0202 0107 0102 0103 0304 0101 0101 0103 0101 0101
   F11, 0202 0107 0909 0103 0405 0202 0101 0103 0101 0102
   F11, 0102 0101 0909 0101 0405 0202 0102 0103 0101 0202
   F11, 0202 0101 0909 0101 0405 0202 0101 0606 0101 0101
   F11, 0202 0101 0209 0101 0404 0202 0102 0101 0101 0202
   F11, 0202 0107 0909 0101 0505 0102 0101 0306 0101 0101
   F11, 0102 0101 0909 0101 0404 0202 0101 0303 0101 0202
   F11, 0202 0101 0209 0101 0405 0202 0102 0103 0101 0202
   F11, 0102 0107 0209 0103 0404 0102 0101 0303 0101 0101
   F11, 0202 0707 0202 0303 0404 0202 0101 0306 0101 0101
   F11, 0202 0107 0109 0101 0304 0102 0102 0106 0101 0102
   F11, 0202 0107 0209 0303 0404 0102 0101 0103 0101 0000
   F11, 0202 0101 0909 0101 0404 0202 0101 0306 0101 0101
   F11, 0202 0101 0202 0101 0405 0102 0102 0306 0101 0101
   F11, 0202 0101 0202 0101 0404 0102 0202 0101 0101 0202
   F11, 0202 0101 0909 0101 0405 0202 0101 0606 0101 0102
   F11, 0102 0107 0109 0101 0405 0102 0101 0101 0101 0102
   F11, 0202 0101 0209 0101 0405 0202 0102 0101 0101 0101
   F11, 0202 0101 0909 0101 0405 0202 0101 0606 0101 0101
   F11, 0202 0101 0209 0103 0405 0202 0101 0103 0101 0101
   F11, 0202 0101 0909 0101 0404 0202 0101 0303 0101 0101
   F11, 0202 0101 0109 0101 0405 0202 0102 0306 0101 0102
   F11, 0202 0107 0209 0303 0404 0102 0101 0306 0101 0101
   F11, 0202 0101 0109 0103 0404 0202 0101 0306 0101 0102
   F11, 0202 0101 0509 0303 0405 0102 0101 0303 0101 0101
   F11, 0202 0107 0909 0103 0405 0102 0101 0106 0101 0102
   F11, 0202 0101 0102 0101 0404 0202 0102 0303 0101 0202
   F11, 0202 0101 0909 0101 0404 0202 0102 0306 0101 0202
   F11, 0102 0107 0909 0103 0405 0102 0101 0101 0101 0102
   F11, 0202 0101 0909 0000 0405 0202 0101 0606 0101 0202
POP
   F22, 0202 0101 0209 0103 0404 0202 0101 0306 0101 0102
   F22, 0202 0101 0109 0103 0405 0202 0101 0106 0101 0101
   F22, 0202 0101 0209 0103 0405 0102 0102 0303 0101 0102   
   F22, 0202 0101 0102 0101 0405 0202 0101 0103 0101 0101 
   F22, 0202 0101 0102 0103 0405 0202 0101 0103 0101 0102 
   F22, 0202 0101 0209 0103 0405 0102 0101 0101 0101 0101 
   F22, 0202 0101 0209 0103 0404 0202 0101 0103 0101 0101 
   F22, 0202 0101 0209 0303 0405 0202 0101 0103 0101 0102 
   F22, 0202 0101 0209 0101 0404 0101 0101 0303 0101 0102 
   F22, 0202 0101 0109 0103 0405 0202 0101 0101 0101 0101 
   F22, 0202 0101 0101 0101 0404 0202 0102 0101 0101 0102 
   F22, 0202 0101 0209 0103 0405 0102 0101 0103 0101 0102 
   F22, 0202 0101 0101 0101 0404 0102 0101 0106 0101 0101 
   F22, 0202 0101 0209 0101 0505 0202 0101 0106 0101 0202
   F22, 0202 0101 0101 0101 0505 0202 0102 0303 0101 0102 
   F22, 0202 0101 0102 0303 0505 0102 0101 0103 0101 0102 
   F22, 0202 0101 0101 0303 0505 0102 0102 0103 0101 0102 
   F22, 0202 0101 0209 0101 0404 0102 0101 0101 0101 0102 
   F22, 0202 0101 0202 0101 0405 0202 0101 0101 0101 0205 
   F22, 0202 0101 0202 0101 0404 0102 0101 0103 0101 0102
   F22, 0202 0101 0102 0101 0404 0202 0101 0306 0101 0202 
   F22, 0202 0101 0209 0101 0404 0202 0101 0303 0101 0101
3.3. Μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή PHYLIP
8 10
   11 14 13 11 17 8 3 14 9 9
WildIsFo 0.2333 0.2167 0.4833 0.0667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3929 0.0357 0.3214 0.0179 0.0000 0.0536 0.0000 0.0000 0.0179 0.0000 0.0000 0.0000 0.1606 0.0000
         0.3333 0.3000 0.1333 0.0000 0.2000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4464 0.0893 0.1071 0.1607 0.0000 0.0357 0.1608 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6552 0.0690 0.2069 0.0000 0.0000 0.0345 0.0172 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5333 0.3167 0.1500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5333 0.4667 0.0000
         0.0333 0.2000 0.2500 0.2000 0.2167 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3833 0.1500 0.2333 0.0000 0.2334 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.9310 0.0345 0.0000 0.0172 0.0000 0.0000 0.0173 0.0000 0.0000
WildIsF1 0.3214 0.2857 0.3929 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4000 0.0667 0.2667 0.1666 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1000 0.0000
         0.5000 0.1923 0.0000 0.0385 0.2692 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4706 0.0294 0.0000 0.3235 0.0588 0.0000 0.1177 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3236 0.0294 0.5588 0.0000 0.0000 0.0294 0.0294 0.0000 0.0000 0.0000 0.0294 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6429 0.3214 0.0357 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5882 0.4118 0.0000
         0.0000 0.2333 0.1000 0.2000 0.4333 0.0334 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5333 0.1000 0.1000 0.0000 0.2667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
WildIsF2 0.4167 0.2000 0.3833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5167 0.0167 0.3666 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1000 0.0000
         0.3167 0.4000 0.1833 0.0000 0.1000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3104 0.0000 0.0000 0.0172 0.0000 0.0517 0.6207 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5172 0.1552 0.0862 0.0000 0.0000 0.1379 0.1035 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4167 0.2667 0.3166 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6833 0.3167 0.0000
         0.0333 0.2833 0.3168 0.2833 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4138 0.0000 0.2414 0.0000 0.1552 0.1896 0.0000 0.0000 0.0000
         0.8667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1333 0.0000 0.0000 0.0000
WildIsF3 0.3000 0.2500 0.4500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5833 0.0667 0.3333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000
         0.1071 0.6429 0.2143 0.0000 0.0179 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0178 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2143 0.0714 0.0000 0.1250 0.0000 0.2143 0.3750 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5333 0.0000 0.1167 0.0000 0.0000 0.3333 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4333 0.2333 0.3334 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7586 0.2414 0.0000
         0.0000 0.1833 0.4000 0.2500 0.1667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5000 0.0517 0.1034 0.0000 0.0345 0.3104 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
WildIsF5 0.4310 0.0517 0.5173 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3929 0.0179 0.5179 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0713 0.0000
         0.2667 0.2667 0.1333 0.0000 0.3333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4500 0.0333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.5167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3750 0.0000 0.3571  0.0000 0.0000 0.1429 0.1250 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4833 0.3000 0.2167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6724 0.3276 0.0000
         0.0000 0.3167 0.2833 0.2667 0.1333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2308 0.0769 0.2500 0.0000 0.1154 0.2885 0.0000 0.0000 0.0384
         0.9667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0333 0.0000 0.0000 0.0000
WildIsF8 0.8667 0.0500 0.0833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
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         0.3448 0.0000 0.5690 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0862 0.0000
         0.6333 0.1167 0.1000 0.0000 0.1500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7414 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0172 0.2414 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.1833 0.0000 0.7000 0.0000 0.0000 0.1000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2600 0.6800 0.0600 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6500 0.3500 0.0000
         0.0000 0.1167 0.1667 0.4666 0.2500 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.0833 0.5833 0.0333 0.0000 0.0167 0.2334 0.0000 0.0000 0.0500
         0.9833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000
WildIF11 0.8167 0.1833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.7414 0.0000 0.2586 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5862 0.4138 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.8000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3000 0.0000 0.4000 0.0000 0.0000 0.3000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.0833 0.9167 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2167 0.7833 0.0000
         0.0000 0.0334 0.6833 0.2833 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.1000 0.2500 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000 0.0000 0.6333
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
WildIF22 0.9091 0.0909 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.6818 0.0000 0.3182 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.5909 0.3864 0.0000 0.0000 0.0227 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.4773 0.0000 0.4091 0.0000 0.0000 0.1136 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.0000 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.2273 0.7727 0.0000
         0.0000 0.0000 0.0000 0.6136 0.3864 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
         0.3182 0.4091 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.2727
         1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Loc1 Loc2 Loc3 Loc4 Loc5 Loc6 Loc7 Loc8 Loc9 Loc10 
Wil 1 0 1 1 1 1 1 5 -9 -9 2 4 1 1 2 3 3 3 1 1 3 3
Wil 1 0 1 2 1 1 2 2 3 3 5 5 2 2 1 1 1 3 1 1 1 2
Wil 1 0 1 2 3 3 2 5 1 13 4 6 1 2 1 3 2 3 1 1 2 3
Wil 1 0 2 3 1 6 3 5 3 3 2 3 1 2 3 4 1 2 -9 -9 2 3
Wil 1 0 1 1 -9 -9 1 5 1 9 2 5 1 2 2 3 1 1 1 1 1 2
Wil 1 0 1 1 1 1 1 5 1 3 2 4 1 1 2 2 3 7 1 1 1 3
Wil 1 0 1 2 1 4 1 1 3 13 2 5 1 2 2 3 1 3 2 4 1 2
Wil 1 0 1 2 -9 -9 1 5 3 13 3 5 1 2 1 3 1 2 1 1 2 5
Wil 1 0 1 1 1 1 2 3 1 1 2 4 1 2 1 3 1 9 1 1 1 1
Wil 1 0 3 3 1 1 1 1 1 3 2 6 2 2 1 2 3 6 1 1 2 2
Wil 1 0 2 3 1 1 2 3 3 13 1 3 2 2 3 3 1 3 1 1 1 5
Wil 1 0 2 3 7 7 1 3 1 4 3 6 2 2 3 3 1 1 1 7 1 10
Wil 1 0 1 2 2 2 1 3 1 1 3 3 1 2 3 4 3 3 1 2 1 5
Wil 1 0 1 1 1 1 1 1 2 13 2 4 1 2 1 3 1 1 1 1 1 9
Wil 1 0 1 2 1 4 5 5 2 6 5 6 2 2 3 3 1 1 1 1 1 1
Wil 1 0 1 2 2 4 2 3 1 1 3 5 1 2 1 4 1 1 1 1 2 2
Wil 1 0 1 1 2 3 1 2 1 13 2 4 1 2 3 3 1 1 1 1 2 2
Wil 1 0 1 2 1 1 1 5 3 13 1 2 1 2 3 3 1 3 1 1 5 5
Wil 1 0 1 1 1 7 1 3 -9 -9 2 5 1 1 2 2 1 1 1 1 1 2
Wil 1 0 1 2 4 7 3 5 1 1 4 4 1 2 2 2 1 1 1 1 5 5
Wil 1 0 2 3 1 1 2 5 13 13 5 5 1 1 2 3 1 6 1 1 2 2
Wil 1 0 2 3 4 7 1 3 1 6 2 3 1 1 1 3 2 3 1 1 1 3
Wil 1 0 1 2 4 7 1 1 1 1 3 3 1 1 3 3 1 1 1 1 1 2
Wil 1 0 1 1 1 4 1 3 3 3 4 4 1 2 1 3 1 1 1 1 1 5
Wil 1 0 2 2 3 3 1 1 1 1 5 6 1 2 2 3 1 1 1 1 3 3
Wil 1 0 1 1 1 7 1 5 1 3 3 3 1 2 1 3 -9 -9 1 1 5 5
Wil 1 0 1 1 3 6 3 3 3 3 5 5 1 1 2 3 1 1 1 1 2 5
Wil 1 0 2 3 2 7 5 5 3 6 3 4 2 2 1 3 1 1 1 1 1 5
Wil 1 0 1 1 4 7 1 3 1 3 3 6 1 2 1 3 1 1 1 1 1 2
Wil 1 0 2 3 1 4 2 3 1 3 3 4 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1
WF1 2 0 1 2 1 7 1 1 1 3 2 5 2 2 2 3 1 3 1 1 1 5
WF1 2 0 -9 -9 4 5 1 3 1 3 2 5 1 2 1 3 1 2 1 1 2 5
WF1 2 0 1 1 4 4 5 5 1 13 5 5 1 2 1 2 1 3 1 1 2 5
WF1 2 0 -9 -9 1 2 2 5 1 1 3 4 1 2 1 3 3 3 -9 -9 1 2
WF1 2 0 1 1 4 4 1 1 4 13 5 5 1 1 1 3 3 3 -9 -9 1 5
WF1 2 0 1 1 1 1 2 3 1 3 2 6 1 1 1 3 1 3 1 1 -9 -9
WF1 2 0 1 1 1 4 5 5 2 4 4 5 1 1 1 2 1 3 1 1 -9 -9
WF1 2 0 1 1 1 4 1 5 1 4 4 5 1 1 -9 -9 1 3 1 1 1 2
WF1 2 0 1 2 4 5 1 1 1 2 5 5 1 2 2 3 3 3 1 1 -9 -9
WF1 2 0 2 3 1 7 1 1 1 3 3 5 1 1 1 2 1 11 1 1 1 1
WF1 2 0 -9 -9 1 7 -9 -9 -9 -9 -9 -9 1 2 -9 -9 3 3 -9 -9 -9 -9
WF1 2 0 1 1 1 1 1 5 4 13 4 5 1 1 -9 -9 1 3 1 1 1 5
WF1 2 0 1 2 1 1 1 1 1 1 2 4 1 1 3 3 1 3 1 1 1 4
WF1 2 0 2 2 4 4 1 1 3 4 2 5 2 2 3 3 3 6 1 1 1 1
WF1 2 0 1 2 1 4 1 2 1 3 2 2 2 2 2 2 3 7 1 1 1 5
WF1 2 0 1 2 1 7 3 5 3 3 3 4 1 2 1 2 1 3 1 1 1 5
WF1 2 0 1 2 1 1 -9 -9 -9 -9 -9 -9 2 2 1 3 1 3 1 1 1 2
WF2 3 0 1 3 1 7 1 3 1 3 3 5 1 1 1 2 -9 -9 1 6 2 5
WF2 3 0 1 3 1 7 1 1 1 1 4 5 1 2 3 3 3 6 1 1 1 2
WF2 3 0 2 3 6 7 3 6 1 3 3 3 1 1 1 3 2 7 1 1 2 3
WF2 3 0 1 2 1 4 5 5 1 1 3 4 1 1 2 3 1 1 1 1 1 1
WF2 3 0 2 3 6 7 3 6 1 3 3 3 1 1 1 3 1 1 1 1 2 3
WF2 3 0 1 2 7 7 3 6 1 3 2 3 1 2 1 3 1 6 1 1 2 3
WF2 3 0 1 3 1 7 1 5 3 13 3 4 1 1 2 3 1 1 1 6 1 5
WF2 3 0 1 1 1 7 1 1 1 2 1 4 2 2 3 3 1 3 1 1 1 2
WF2 3 0 1 3 1 7 1 5 3 13 3 5 1 1 1 1 1 2 1 6 1 5
WF2 3 0 1 3 6 7 3 6 1 3 3 4 1 2 1 3 1 6 1 1 2 3
WF2 3 0 2 2 7 7 1 3 3 13 2 2 1 2 1 3 1 6 1 1 1 2
WF2 3 0 1 3 7 7 1 3 1 3 3 4 1 1 1 2 1 2 1 6 2 5
WF2 3 0 1 3 7 7 3 6 1 3 2 4 1 2 3 3 1 6 1 1 2 3
WF2 3 0 1 3 1 1 1 3 1 3 2 5 1 2 1 1 2 7 1 1 1 2
WF2 3 0 1 1 7 7 3 6 1 3 2 3 1 1 1 3 2 7 1 1 2 3
WF2 3 0 3 3 1 7 -9 -9 1 1 2 3 2 2 1 2 1 3 1 1 1 2
WF2 3 0 2 2 1 7 5 6 1 1 2 4 1 2 1 1 3 6 1 1 1 2
WF2 3 0 2 2 1 7 1 6 1 1 2 3 1 2 1 2 1 6 1 1 1 2
WF2 3 0 1 1 1 1 1 3 3 13 2 4 1 1 1 1 1 2 1 6 1 2
WF2 3 0 1 2 1 7 5 6 1 1 2 4 2 2 1 1 1 1 1 1 1 2
WF2 3 0 2 3 7 7 1 1 1 3 2 4 1 2 2 3 1 7 1 1 2 3
WF2 3 0 1 3 7 7 1 3 3 13 3 4 1 1 2 3 1 1 1 6 1 5
WF2 3 0 1 2 7 7 1 3 1 3 2 3 1 2 3 3 2 7 1 1 2 3
WF2 3 0 1 3 1 1 1 3 1 3 3 4 1 1 1 1 1 2 1 6 2 5
WF2 3 0 2 3 1 7 1 5 1 3 2 4 1 2 1 3 1 1 1 1 2 3
WF2 3 0 1 2 7 7 1 1 1 3 2 4 1 1 2 3 1 1 1 1 2 3
WF2 3 0 1 3 1 7 1 5 1 3 2 5 1 1 2 3 1 1 1 6 1 2
WF2 3 0 2 3 7 7 1 6 1 3 2 3 1 2 1 2 1 7 1 1 1 3
WF2 3 0 1 1 7 7 1 5 3 13 3 4 1 1 2 3 1 2 1 1 1 1
WF2 3 0 1 3 -9 -9 1 6 1 1 1 4 1 2 1 3 3 6 1 1 1 2
WF3 4 0 1 3 7 7 1 6 1 1 3 4 1 1 1 3 1 6 1 1 2 2
WF3 4 0 2 3 1 7 1 1 2 3 4 5 1 1 1 3 3 6 1 1 2 3
WF3 4 0 2 3 2 6 1 2 2 3 3 4 1 2 2 2 3 6 1 1 1 3
WF3 4 0 1 1 -9 -9 1 1 1 3 4 5 1 2 2 3 1 1 1 1 2 2
WF3 4 0 1 3 1 6 1 1 1 2 3 5 1 1 2 3 3 7 1 1 1 2
WF3 4 0 1 3 7 7 1 3 1 1 3 4 1 2 3 3 1 3 1 1 1 2
WF3 4 0 1 3 6 7 1 6 3 3 3 4 1 1 1 2 6 6 1 1 2 3
WF3 4 0 2 3 1 1 1 1 1 1 2 5 1 1 3 3 1 6 1 1 2 2
WF3 4 0 1 2 7 7 1 6 1 1 3 4 2 2 2 3 1 6 1 1 -9 -9
WF3 4 0 1 2 6 7 1 6 1 3 2 3 1 1 1 3 1 1 1 1 -9 -9
WF3 4 0 1 3 4 6 1 1 1 3 2 3 1 1 2 3 1 6 1 1 2 3
WF3 4 0 1 2 7 7 1 6 3 3 2 3 1 1 1 3 1 6 1 1 2 3
WF3 4 0 1 1 1 1 1 5 3 13 3 4 1 2 3 3 1 1 1 1 1 10
WF3 4 0 1 3 4 6 6 6 1 1 3 4 1 1 1 3 1 6 1 1 2 2
WF3 4 0 1 1 1 7 -9 -9 1 1 3 5 1 2 1 3 1 1 1 1 2 2
WF3 4 0 2 3 4 6 1 3 1 3 2 3 1 1 2 3 1 6 1 1 2 2
WF3 4 0 3 3 7 7 1 6 1 1 2 3 1 2 1 2 1 1 1 1 2 3
WF3 4 0 1 3 4 6 6 6 3 3 3 4 1 1 1 2 6 6 1 1 2 3
WF3 4 0 2 2 4 6 1 6 1 3 3 4 1 1 1 3 1 6 1 1 2 3
WF3 4 0 1 1 1 1 1 1 2 3 4 5 1 2 3 3 1 1 1 1 1 2
WF3 4 0 2 2 4 4 2 3 3 3 2 5 1 2 1 3 1 3 1 1 1 2
WF3 4 0 1 1 7 7 1 1 1 1 3 4 1 2 3 3 1 6 1 1 2 2
WF3 4 0 3 3 2 6 1 3 1 3 2 3 1 1 2 3 1 6 1 1 2 2
WF3 4 0 1 2 1 7 5 6 1 1 2 3 2 2 1 3 1 1 1 1 2 3
WF3 4 0 1 1 1 1 2 3 1 3 5 5 -9 -9 1 1 3 3 1 1 2 2
WF3 4 0 1 3 -9 -9 1 6 1 3 3 5 1 2 1 2 1 1 1 1 2 5
WF3 4 0 2 2 2 6 6 6 1 1 3 4 1 1 1 2 1 6 1 1 2 3
WF3 4 0 1 3 2 6 6 6 1 1 3 4 1 1 1 2 1 6 1 1 2 2
WF3 4 0 3 3 7 7 1 3 1 1 2 3 1 1 2 3 1 6 1 1 2 3
WF3 4 0 1 3 7 7 1 6 1 1 2 3 1 1 1 3 1 6 1 1 2 3
WF5 5 0 1 3 1 1 3 5 3 3 2 2 1 1 3 3 3 7 1 1 5 5
WF5 5 0 1 1 7 7 3 5 3 13 3 4 1 1 2 3 1 3 1 1 1 3
WF5 5 0 1 2 1 7 3 6 1 3 2 3 1 2 1 3 1 6 1 1 2 5
WF5 5 0 1 3 1 1 3 6 3 13 2 2 1 1 3 3 3 3 1 1 1 5
WF5 5 0 2 3 7 7 1 2 1 3 4 5 1 1 1 1 3 6 1 1 1 2
WF5 5 0 2 3 7 7 1 6 3 3 2 4 1 2 1 3 -9 -9 1 1 1 5
WF5 5 0 1 3 1 7 3 3 1 3 2 3 1 1 3 3 3 7 1 1 3 5
WF5 5 0 2 3 7 7 -9 -9 1 3 3 4 1 2 1 1 3 3 1 1 1 5
WF5 5 0 1 1 1 7 1 3 1 3 3 5 1 1 1 3 1 3 1 1 2 5
WF5 5 0 1 3 1 1 3 3 1 3 2 2 1 1 3 3 1 7 1 1 5 5
WF5 5 0 1 1 1 7 6 6 1 13 2 3 1 1 3 3 1 7 1 1 1 5
WF5 5 0 1 2 7 7 1 1 1 3 3 4 2 2 -9 -9 6 6 1 1 1 2
WF5 5 0 2 3 7 7 6 6 1 3 2 4 2 2 1 3 3 3 1 1 2 3
WF5 5 0 2 3 1 7 1 6 3 3 3 4 1 1 1 1 1 3 1 1 1 3
WF5 5 0 2 2 7 7 1 9 1 3 3 4 1 2 1 1 1 6 1 1 2 2
WF5 5 0 2 2 1 7 3 6 1 1 3 5 1 2 1 3 -9 -9 1 6 1 3
WF5 5 0 2 3 1 7 3 6 -9 -9 3 4 1 2 1 3 1 3 1 1 1 2
WF5 5 0 1 2 1 2 2 5 1 3 3 4 1 1 1 3 3 6 1 1 2 3
WF5 5 0 1 2 1 7 -9 -9 1 3 3 4 1 2 1 1 3 3 1 1 1 5
WF5 5 0 2 3 1 2 1 9 1 3 3 4 1 2 1 3 1 6 1 1 2 5
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WF5 5 0 1 1 1 1 1 6 1 2 5 5 2 2 1 3 1 1 1 1 1 2
WF5 5 0 1 1 1 1 5 6 -9 -9 2 2 -9 -9 3 3 1 1 1 1 1 5
WF5 5 0 1 2 7 7 1 6 3 3 2 4 1 2 1 3 3 7 1 1 1 5
WF5 5 0 1 1 1 1 1 2 1 1 5 5 1 2 1 2 1 1 1 1 2 2
WF5 5 0 1 3 1 1 3 5 1 13 2 2 1 1 3 3 1 7 1 1 1 5
WF5 5 0 1 1 7 7 -9 -9 3 3 3 4 1 1 3 3 1 1 1 6 3 5
WF5 5 0 2 2 1 7 -9 -9 1 1 2 5 2 2 1 2 1 1 1 1 2 2
WF5 5 0 1 3 1 7 3 5 3 3 3 3 1 1 3 3 3 7 1 1 5 5
WF5 5 0 1 1 7 7 2 6 1 3 2 4 1 1 1 3 3 6 1 1 2 3
WF5 5 0 1 1 1 7 1 6 3 3 2 4 1 2 1 1 1 3 1 1 1 5
WF8 6 0 2 2 1 1 2 5 3 3 4 5 1 1 1 3 3 3 1 1 1 5
WF8 6 0 1 2 1 7 2 6 3 3 2 4 1 1 1 3 3 3 1 1 1 5
WF8 6 0 2 2 1 1 9 9 1 1 4 5 2 2 1 1 1 3 1 1 1 1
WF8 6 0 2 2 1 1 1 6 1 13 4 5 1 2 2 3 6 6 1 1 2 3
WF8 6 0 1 2 1 6 2 2 1 3 3 4 2 2 1 2 1 3 1 1 1 1
WF8 6 0 2 2 7 7 2 6 1 3 3 4 1 2 1 1 3 3 1 1 1 5
WF8 6 0 1 2 1 7 2 6 3 13 4 5 1 1 1 1 3 3 1 1 1 5
WF8 6 0 -9 -9 1 7 1 6 1 13 4 5 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2
WF8 6 0 -9 -9 -9 -9 2 6 3 3 3 3 1 2 1 1 3 6 1 1 1 1
WF8 6 0 -9 -9 1 7 3 6 -9 -9 4 5 1 1 1 3 3 3 1 1 1 1
WF8 6 0 1 2 1 1 2 6 1 3 2 2 1 2 1 1 3 3 1 1 1 3
WF8 6 0 1 2 7 7 2 2 3 3 3 4 1 2 1 1 3 3 1 1 1 1
WF8 6 0 -9 -9 1 1 2 2 1 3 4 5 1 2 1 1 3 3 1 1 1 1
WF8 6 0 2 2 1 7 2 2 1 3 4 4 1 2 1 1 1 3 1 1 1 1
WF8 6 0 -9 -9 1 1 2 6 1 13 2 5 1 1 1 1 3 3 1 1 3 5
WF8 6 0 1 2 1 1 2 6 1 3 4 5 2 2 1 1 3 3 1 1 2 5
WF8 6 0 2 3 1 1 3 6 3 3 3 5 1 1 1 3 3 3 1 1 1 1
WF8 6 0 2 2 1 1 2 9 1 1 4 5 2 2 1 2 1 3 1 1 1 2
WF8 6 0 1 2 1 7 2 2 1 3 4 4 1 1 1 1 3 6 1 6 1 1
WF8 6 0 2 2 1 1 2 2 3 3 4 5 1 1 1 1 3 3 1 1 1 1
WF8 6 0 2 2 1 1 2 2 1 3 4 5 2 2 1 1 1 3 1 1 1 1
WF8 6 0 1 2 1 7 1 2 3 3 3 4 1 1 1 1 3 7 1 1 1 5
WF8 6 0 1 2 1 7 2 2 3 3 3 4 1 2 1 1 1 3 1 1 1 3
WF8 6 0 2 3 1 1 2 6 1 1 4 5 1 1 1 1 3 6 1 1 1 2
WF8 6 0 1 3 1 7 2 6 3 3 3 5 1 1 1 1 3 3 1 1 1 1
WF8 6 0 1 2 1 1 2 2 3 13 2 4 1 1 1 1 1 3 1 1 2 5
WF8 6 0 1 2 1 1 2 2 1 1 3 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3
WF8 6 0 2 2 1 1 2 6 1 3 4 4 1 1 1 1 3 3 1 1 1 2
WF8 6 0 1 2 1 1 1 2 3 3 2 4 2 2 1 1 3 3 1 1 1 5
WF8 6 0 2 2 1 7 1 2 3 3 2 4 1 1 1 1 3 6 1 1 1 3
F11 7 0 2 2 1 7 1 2 1 3 3 4 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1
F11 7 0 2 2 1 7 9 9 1 3 4 5 2 2 1 1 1 3 1 1 1 2
F11 7 0 1 2 1 1 9 9 1 1 4 5 2 2 1 2 1 3 1 1 2 2
F11 7 0 2 2 1 1 9 9 1 1 4 5 2 2 1 1 6 6 1 1 1 1
F11 7 0 2 2 1 1 2 9 1 1 4 4 2 2 1 2 1 1 1 1 2 2
F11 7 0 2 2 1 7 9 9 1 1 5 5 1 2 1 1 3 6 1 1 1 1
F11 7 0 1 2 1 1 9 9 1 1 4 4 2 2 1 1 3 3 1 1 2 2
F11 7 0 2 2 1 1 2 9 1 1 4 5 2 2 1 2 1 3 1 1 2 2
F11 7 0 1 2 1 7 2 9 1 3 4 4 1 2 1 1 3 3 1 1 1 1
F11 7 0 2 2 7 7 2 2 3 3 4 4 2 2 1 1 3 6 1 1 1 1
F11 7 0 2 2 1 7 1 9 1 1 3 4 1 2 1 2 1 6 1 1 1 2
F11 7 0 2 2 1 7 2 9 3 3 4 4 1 2 1 1 1 3 1 1 -9 -9
F11 7 0 2 2 1 1 9 9 1 1 4 4 2 2 1 1 3 6 1 1 1 1
F11 7 0 2 2 1 1 2 2 1 1 4 5 1 2 1 2 3 6 1 1 1 1
F11 7 0 2 2 1 1 2 2 1 1 4 4 1 2 2 2 1 1 1 1 2 2
F11 7 0 2 2 1 1 9 9 1 1 4 5 2 2 1 1 6 6 1 1 1 2
F11 7 0 1 2 1 7 1 9 1 1 4 5 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2
F11 7 0 2 2 1 1 2 9 1 1 4 5 2 2 1 2 1 1 1 1 1 1
F11 7 0 2 2 1 1 9 9 1 1 4 5 2 2 1 1 6 6 1 1 1 1
F11 7 0 2 2 1 1 2 9 1 3 4 5 2 2 1 1 1 3 1 1 1 1
F11 7 0 2 2 1 1 9 9 1 1 4 4 2 2 1 1 3 3 1 1 1 1
F11 7 0 2 2 1 1 1 9 1 1 4 5 2 2 1 2 3 6 1 1 1 2
F11 7 0 2 2 1 7 2 9 3 3 4 4 1 2 1 1 3 6 1 1 1 1
F11 7 0 2 2 1 1 1 9 1 3 4 4 2 2 1 1 3 6 1 1 1 2
F11 7 0 2 2 1 1 5 9 3 3 4 5 1 2 1 1 3 3 1 1 1 1
F11 7 0 2 2 1 7 9 9 1 3 4 5 1 2 1 1 1 6 1 1 1 2
F11 7 0 2 2 1 1 1 2 1 1 4 4 2 2 1 2 3 3 1 1 2 2
F11 7 0 2 2 1 1 9 9 1 1 4 4 2 2 1 2 3 6 1 1 2 2
F11 7 0 1 2 1 7 9 9 1 3 4 5 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2
F11 7 0 2 2 1 1 9 9 -9 -9 4 5 2 2 1 1 6 6 1 1 2 2
F22 8 0 2 2 1 1 2 9 1 3 4 4 2 2 1 1 3 6 1 1 1 2
F22 8 0 2 2 1 1 1 9 1 3 4 5 2 2 1 1 1 6 1 1 1 1
F22 8 0 2 2 1 1 2 9 1 3 4 5 1 2 1 2 3 3 1 1 1 2
F22 8 0 2 2 1 1 1 2 1 1 4 5 2 2 1 1 1 3 1 1 1 1
F22 8 0 2 2 1 1 1 2 1 3 4 5 2 2 1 1 1 3 1 1 1 2
F22 8 0 2 2 1 1 2 9 1 3 4 5 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1
F22 8 0 2 2 1 1 2 9 1 3 4 4 2 2 1 1 1 3 1 1 1 1
F22 8 0 2 2 1 1 2 9 3 3 4 5 2 2 1 1 1 3 1 1 1 2
F22 8 0 2 2 1 1 2 9 1 1 4 4 1 1 1 1 3 3 1 1 1 2
F22 8 0 2 2 1 1 1 9 1 3 4 5 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1
F22 8 0 2 2 1 1 1 1 1 1 4 4 2 2 1 2 1 1 1 1 1 2
F22 8 0 2 2 1 1 2 9 1 3 4 5 1 2 1 1 1 3 1 1 1 2
F22 8 0 2 2 1 1 1 1 1 1 4 4 1 2 1 1 1 6 1 1 1 1
F22 8 0 2 2 1 1 2 9 1 1 5 5 2 2 1 1 1 6 1 1 2 2
F22 8 0 2 2 1 1 1 1 1 1 5 5 2 2 1 2 3 3 1 1 1 2
F22 8 0 2 2 1 1 1 2 3 3 5 5 1 2 1 1 1 3 1 1 1 2
F22 8 0 2 2 1 1 1 1 3 3 5 5 1 2 1 2 1 3 1 1 1 2
F22 8 0 2 2 1 1 2 9 1 1 4 4 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2
F22 8 0 2 2 1 1 2 2 1 1 4 5 2 2 1 1 1 1 1 1 2 5
F22 8 0 2 2 1 1 2 2 1 1 4 4 1 2 1 1 1 3 1 1 1 2
F22 8 0 2 2 1 1 1 2 1 1 4 4 2 2 1 1 3 6 1 1 2 2
F22 8 0 2 2 1 1 2 9 1 1 4 4 2 2 1 1 3 3 1 1 1 1











1     0101 0101 0105 0000 0204 0101 0203 0303 0101 0303
1     0102 0101 0202 0303 0505 0202 0101 0103 0101 0102
1     0102 0303 0205 0113 0406 0102 0103 0203 0101 0203
1     0203 0106 0305 0303 0203 0102 0304 0102 0000 0203
1     0101 0000 0105 0109 0205 0102 0203 0101 0101 0102
1     0101 0101 0105 0103 0204 0101 0202 0307 0101 0103
1     0102 0104 0101 0313 0205 0102 0203 0103 0204 0102
1     0102 0000 0105 0313 0305 0102 0103 0102 0101 0205
1     0101 0101 0203 0101 0204 0102 0103 0109 0101 0101
1     0303 0101 0101 0103 0206 0202 0102 0306 0101 0202
1     0203 0101 0203 0313 0103 0202 0303 0103 0101 0105
1     0203 0707 0103 0104 0306 0202 0303 0101 0107 0110
1     0102 0202 0103 0101 0303 0102 0304 0303 0102 0105
1     0101 0101 0101 0213 0204 0102 0103 0101 0101 0109
1     0102 0104 0505 0206 0506 0202 0303 0101 0101 0101
1     0102 0204 0203 0101 0305 0102 0104 0101 0101 0202
1     0101 0203 0102 0113 0204 0102 0303 0101 0101 0202
1     0102 0101 0105 0313 0102 0102 0303 0103 0101 0505
1     0101 0107 0103 0000 0205 0101 0202 0101 0101 0102
1     0102 0407 0305 0101 0404 0102 0202 0101 0101 0505
1     0203 0101 0205 1313 0505 0101 0203 0106 0101 0202
1     0203 0407 0103 0106 0203 0101 0103 0203 0101 0103
1     0102 0407 0101 0101 0303 0101 0303 0101 0101 0102
1     0101 0104 0103 0303 0404 0102 0103 0101 0101 0105
1     0202 0303 0101 0101 0506 0102 0203 0101 0101 0303
1     0101 0107 0105 0103 0303 0102 0103 0000 0101 0505
1     0101 0306 0303 0303 0505 0101 0203 0101 0101 0205
1     0203 0207 0505 0306 0304 0202 0103 0101 0101 0105
1     0101 0407 0103 0103 0306 0102 0103 0101 0101 0102
1     0203 0104 0203 0103 0304 0101 0102 0101 0101 0101
2     0102 0107 0101 0103 0205 0202 0203 0103 0101 0105
2     0000 0405 0103 0103 0205 0102 0103 0102 0101 0205
2     0101 0404 0505 0113 0505 0102 0102 0103 0101 0205
2     0000 0102 0205 0101 0304 0102 0103 0303 0000 0102
2     0101 0404 0101 0413 0505 0101 0103 0303 0000 0105
2     0101 0101 0203 0103 0206 0101 0103 0103 0101 0000
2     0101 0104 0505 0204 0405 0101 0102 0103 0101 0000
2     0101 0104 0105 0104 0405 0101 0000 0103 0101 0102
2     0102 0405 0101 0102 0505 0102 0203 0303 0101 0000
2     0203 0107 0101 0103 0305 0101 0102 0111 0101 0101
2     0000 0107 0000 0000 0000 0102 0000 0303 0000 0000
2     0101 0101 0105 0413 0405 0101 0000 0103 0101 0105
2     0102 0101 0101 0101 0204 0101 0303 0103 0101 0104
2     0202 0404 0101 0304 0205 0202 0303 0306 0101 0101
2     0102 0104 0102 0103 0202 0202 0202 0307 0101 0105
2     0102 0107 0305 0303 0304 0102 0102 0103 0101 0105
2     0102 0101 0000 0000 0000 0202 0103 0103 0101 0102
3     0103 0107 0103 0103 0305 0101 0102 0000 0106 0205
3     0103 0107 0101 0101 0405 0102 0303 0306 0101 0102
3     0203 0607 0306 0103 0303 0101 0103 0207 0101 0203
3     0102 0104 0505 0101 0304 0101 0203 0101 0101 0101
3     0203 0607 0306 0103 0303 0101 0103 0101 0101 0203
3     0102 0707 0306 0103 0203 0102 0103 0106 0101 0203
3     0103 0107 0105 0313 0304 0101 0203 0101 0106 0105
3     0101 0107 0101 0102 0104 0202 0303 0103 0101 0102
3     0103 0107 0105 0313 0305 0101 0101 0102 0106 0105
3     0103 0607 0306 0103 0304 0102 0103 0106 0101 0203
3     0202 0707 0103 0313 0202 0102 0103 0106 0101 0102
3     0103 0707 0103 0103 0304 0101 0102 0102 0106 0205
3     0103 0707 0306 0103 0204 0102 0303 0106 0101 0203
3     0103 0101 0103 0103 0205 0102 0101 0207 0101 0102
3     0101 0707 0306 0103 0203 0101 0103 0207 0101 0203
3     0303 0107 0000 0101 0203 0202 0102 0103 0101 0102
3     0202 0107 0506 0101 0204 0102 0101 0306 0101 0102
3     0202 0107 0106 0101 0203 0102 0102 0106 0101 0102
3     0101 0101 0103 0313 0204 0101 0101 0102 0106 0102
3     0102 0107 0506 0101 0204 0202 0101 0101 0101 0102
3     0203 0707 0101 0103 0204 0102 0203 0107 0101 0203
3     0103 0707 0103 0313 0304 0101 0203 0101 0106 0105
3     0102 0707 0103 0103 0203 0102 0303 0207 0101 0203
3     0103 0101 0103 0103 0304 0101 0101 0102 0106 0205
3     0203 0107 0105 0103 0204 0102 0103 0101 0101 0203
3     0102 0707 0101 0103 0204 0101 0203 0101 0101 0203
3     0103 0107 0105 0103 0205 0101 0203 0101 0106 0102
3     0203 0707 0106 0103 0203 0102 0102 0107 0101 0103
3     0101 0707 0105 0313 0304 0101 0203 0102 0101 0101
3     0103 0000 0106 0101 0104 0102 0103 0306 0101 0102
4     0103 0707 0106 0101 0304 0101 0103 0106 0101 0202
4     0203 0107 0101 0203 0405 0101 0103 0306 0101 0203
4     0203 0206 0102 0203 0304 0102 0202 0306 0101 0103
4     0101 0000 0101 0103 0405 0102 0203 0101 0101 0202
4     0103 0106 0101 0102 0305 0101 0203 0307 0101 0102
4     0103 0707 0103 0101 0304 0102 0303 0103 0101 0102
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4     0103 0607 0106 0303 0304 0101 0102 0606 0101 0203
4     0203 0101 0101 0101 0205 0101 0303 0106 0101 0202
4     0102 0707 0106 0101 0304 0202 0203 0106 0101 0000
4     0102 0607 0106 0103 0203 0101 0103 0101 0101 0000
4     0103 0406 0101 0103 0203 0101 0203 0106 0101 0203
4     0102 0707 0106 0303 0203 0101 0103 0106 0101 0203
4     0101 0101 0105 0313 0304 0102 0303 0101 0101 0110
4     0103 0406 0606 0101 0304 0101 0103 0106 0101 0202
4     0101 0107 0000 0101 0305 0102 0103 0101 0101 0202
4     0203 0406 0103 0103 0203 0101 0203 0106 0101 0202
4     0303 0707 0106 0101 0203 0102 0102 0101 0101 0203
4     0103 0406 0606 0303 0304 0101 0102 0606 0101 0203
4     0202 0406 0106 0103 0304 0101 0103 0106 0101 0203
4     0101 0101 0101 0203 0405 0102 0303 0101 0101 0102
4     0202 0404 0203 0303 0205 0102 0103 0103 0101 0102
4     0101 0707 0101 0101 0304 0102 0303 0106 0101 0202
4     0303 0206 0103 0103 0203 0101 0203 0106 0101 0202
4     0102 0107 0506 0101 0203 0202 0103 0101 0101 0203
4     0101 0101 0203 0103 0505 0000 0101 0303 0101 0202
4     0103 0000 0106 0103 0305 0102 0102 0101 0101 0205
4     0202 0206 0606 0101 0304 0101 0102 0106 0101 0203
4     0103 0206 0606 0101 0304 0101 0102 0106 0101 0202
4     0303 0707 0103 0101 0203 0101 0203 0106 0101 0203
4     0103 0707 0106 0101 0203 0101 0103 0106 0101 0203
5     0103 0101 0305 0303 0202 0101 0303 0307 0101 0505
5     0101 0707 0305 0313 0304 0101 0203 0103 0101 0103
5     0102 0107 0306 0103 0203 0102 0103 0106 0101 0205
5     0103 0101 0306 0313 0202 0101 0303 0303 0101 0105
5     0203 0707 0102 0103 0405 0101 0101 0306 0101 0102
5     0203 0707 0106 0303 0204 0102 0103 0000 0101 0105
5     0103 0107 0303 0103 0203 0101 0303 0307 0101 0305
5     0203 0707 0000 0103 0304 0102 0101 0303 0101 0105
5     0101 0107 0103 0103 0305 0101 0103 0103 0101 0205
5     0103 0101 0303 0103 0202 0101 0303 0107 0101 0505
5     0101 0107 0606 0113 0203 0101 0303 0107 0101 0105
5     0102 0707 0101 0103 0304 0202 0000 0606 0101 0102
5     0203 0707 0606 0103 0204 0202 0103 0303 0101 0203
5     0203 0107 0106 0303 0304 0101 0101 0103 0101 0103
5     0202 0707 0109 0103 0304 0102 0101 0106 0101 0202
5     0202 0107 0306 0101 0305 0102 0103 0000 0106 0103
5     0203 0107 0306 0000 0304 0102 0103 0103 0101 0102
5     0102 0102 0205 0103 0304 0101 0103 0306 0101 0203
5     0102 0107 0000 0103 0304 0102 0101 0303 0101 0105
5     0203 0102 0109 0103 0304 0102 0103 0106 0101 0205
5     0101 0101 0106 0102 0505 0202 0103 0101 0101 0102
5     0101 0101 0506 0000 0202 0000 0303 0101 0101 0105
5     0102 0707 0106 0303 0204 0102 0103 0307 0101 0105
5     0101 0101 0102 0101 0505 0102 0102 0101 0101 0202
5     0103 0101 0305 0113 0202 0101 0303 0107 0101 0105
5     0101 0707 0000 0303 0304 0101 0303 0101 0106 0305
5     0202 0107 0000 0101 0205 0202 0102 0101 0101 0202
5     0103 0107 0305 0303 0303 0101 0303 0307 0101 0505
5     0101 0707 0206 0103 0204 0101 0103 0306 0101 0203
5     0101 0107 0106 0303 0204 0102 0101 0103 0101 0105
6     0202 0101 0205 0303 0405 0101 0103 0303 0101 0105
6     0102 0107 0206 0303 0204 0101 0103 0303 0101 0105
6     0202 0101 0909 0101 0405 0202 0101 0103 0101 0101
6     0202 0101 0106 0113 0405 0102 0203 0606 0101 0203
6     0102 0106 0202 0103 0304 0202 0102 0103 0101 0101
6     0202 0707 0206 0103 0304 0102 0101 0303 0101 0105
6     0102 0107 0206 0313 0405 0101 0101 0303 0101 0105
6     0000 0107 0106 0113 0405 0102 0101 0101 0101 0102
6     0000 0000 0206 0303 0303 0102 0101 0306 0101 0101
6     0000 0107 0306 0000 0405 0101 0103 0303 0101 0101
6     0102 0101 0206 0103 0202 0102 0101 0303 0101 0103
6     0102 0707 0202 0303 0304 0102 0101 0303 0101 0101
6     0000 0101 0202 0103 0405 0102 0101 0303 0101 0101
6     0202 0107 0202 0103 0404 0102 0101 0103 0101 0101
6     0000 0101 0206 0113 0205 0101 0101 0303 0101 0305
6     0102 0101 0206 0103 0405 0202 0101 0303 0101 0205
6     0203 0101 0306 0303 0305 0101 0103 0303 0101 0101
6     0202 0101 0209 0101 0405 0202 0102 0103 0101 0102
6     0102 0107 0202 0103 0404 0101 0101 0306 0106 0101
6     0202 0101 0202 0303 0405 0101 0101 0303 0101 0101
6     0202 0101 0202 0103 0405 0202 0101 0103 0101 0101
6     0102 0107 0102 0303 0304 0101 0101 0307 0101 0105
6     0102 0107 0202 0303 0304 0102 0101 0103 0101 0103
6     0203 0101 0206 0101 0405 0101 0101 0306 0101 0102
6     0103 0107 0206 0303 0305 0101 0101 0303 0101 0101
6     0102 0101 0202 0313 0204 0101 0101 0103 0101 0205
6     0102 0101 0202 0101 0304 0101 0101 0101 0101 0103
6     0202 0101 0206 0103 0404 0101 0101 0303 0101 0102
6     0102 0101 0102 0303 0204 0202 0101 0303 0101 0105
6     0202 0107 0102 0303 0204 0101 0101 0306 0101 0103
7     0202 0107 0102 0103 0304 0101 0101 0103 0101 0101
7     0202 0107 0909 0103 0405 0202 0101 0103 0101 0102
7     0102 0101 0909 0101 0405 0202 0102 0103 0101 0202
7     0202 0101 0909 0101 0405 0202 0101 0606 0101 0101
7     0202 0101 0209 0101 0404 0202 0102 0101 0101 0202
7     0202 0107 0909 0101 0505 0102 0101 0306 0101 0101
7     0102 0101 0909 0101 0404 0202 0101 0303 0101 0202
7     0202 0101 0209 0101 0405 0202 0102 0103 0101 0202
7     0102 0107 0209 0103 0404 0102 0101 0303 0101 0101
7     0202 0707 0202 0303 0404 0202 0101 0306 0101 0101
7     0202 0107 0109 0101 0304 0102 0102 0106 0101 0102
7     0202 0107 0209 0303 0404 0102 0101 0103 0101 0000
7     0202 0101 0909 0101 0404 0202 0101 0306 0101 0101
7     0202 0101 0202 0101 0405 0102 0102 0306 0101 0101
7     0202 0101 0202 0101 0404 0102 0202 0101 0101 0202
7     0202 0101 0909 0101 0405 0202 0101 0606 0101 0102
7     0102 0107 0109 0101 0405 0102 0101 0101 0101 0102
7     0202 0101 0209 0101 0405 0202 0102 0101 0101 0101
7     0202 0101 0909 0101 0405 0202 0101 0606 0101 0101
7     0202 0101 0209 0103 0405 0202 0101 0103 0101 0101
7     0202 0101 0909 0101 0404 0202 0101 0303 0101 0101
7     0202 0101 0109 0101 0405 0202 0102 0306 0101 0102
7     0202 0107 0209 0303 0404 0102 0101 0306 0101 0101
7     0202 0101 0109 0103 0404 0202 0101 0306 0101 0102
7     0202 0101 0509 0303 0405 0102 0101 0303 0101 0101
7     0202 0107 0909 0103 0405 0102 0101 0106 0101 0102
7     0202 0101 0102 0101 0404 0202 0102 0303 0101 0202
7     0202 0101 0909 0101 0404 0202 0102 0306 0101 0202
7     0102 0107 0909 0103 0405 0102 0101 0101 0101 0102
7     0202 0101 0909 0000 0405 0202 0101 0606 0101 0202
8     0202 0101 0209 0103 0404 0202 0101 0306 0101 0102
8     0202 0101 0109 0103 0405 0202 0101 0106 0101 0101
8     0202 0101 0209 0103 0405 0102 0102 0303 0101 0102
8     0202 0101 0102 0101 0405 0202 0101 0103 0101 0101
8     0202 0101 0102 0103 0405 0202 0101 0103 0101 0102
8     0202 0101 0209 0103 0405 0102 0101 0101 0101 0101
8     0202 0101 0209 0103 0404 0202 0101 0103 0101 0101
8     0202 0101 0209 0303 0405 0202 0101 0103 0101 0102
8     0202 0101 0209 0101 0404 0101 0101 0303 0101 0102
8     0202 0101 0109 0103 0405 0202 0101 0101 0101 0101
8     0202 0101 0101 0101 0404 0202 0102 0101 0101 0102
8     0202 0101 0209 0103 0405 0102 0101 0103 0101 0102
8     0202 0101 0101 0101 0404 0102 0101 0106 0101 0101
8     0202 0101 0209 0101 0505 0202 0101 0106 0101 0202
8     0202 0101 0101 0101 0505 0202 0102 0303 0101 0102
8     0202 0101 0102 0303 0505 0102 0101 0103 0101 0102
8     0202 0101 0101 0303 0505 0102 0102 0103 0101 0102
8     0202 0101 0209 0101 0404 0102 0101 0101 0101 0102
8     0202 0101 0202 0101 0405 0202 0101 0101 0101 0205
8     0202 0101 0202 0101 0404 0102 0101 0103 0101 0102
8     0202 0101 0102 0101 0404 0202 0101 0306 0101 0202
8     0202 0101 0209 0101 0404 0202 0101 0303 0101 0101
3.6. Μήτρες εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή GENECLASS
Για την ταυτοποίηση κάθε ατόμου με γνώμονα το δείγμα προέλευσής του, τόσο η μήτρα αναφοράς βάσει της οποίας 
θα διενεργηθεί η ταυτοποίηση όσο και η μήτρα των δειγμάτων που πρόκειται να  ταυτοποιηθούν, είναι ταυτόσημες. 
Συγκεκριμένα, στα πεδία του προγράμματος GENECLASS ‘’Reference populations:’’ και ‘’Samples to be assigned:’’ 
φορτώνεται η ίδια μήτρα και είναι αυτή που παρατίθεται στην § 3.2. 
Για την ταυτοποίηση κάθε ατόμου με γνώμονα τον ορισθείσα ομάδα προέλευσής του, η μήτρα αναφοράς των 
ορισθέντων ομάδων προέλευσης των δειγμάτων (η οποία εισάγεται στο πεδίο ‘’Reference populations:’’), παρατίθεται 
αμέσως παρακάτω. Όσον αφορά τη μήτρα των δειγμάτων που πρόκειται να ταυτοποιηθούν (και η οποία εισάγεται στο 
πεδίο ‘’Samples to be assigned:’’), είναι η ίδια με αυτή που παρατίθεται στην § 3.2.
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POP                    
   GrA, 0101 0101 0105 0000 0204 0101 0203 0303 0101 0303
   GrA, 0102 0101 0202 0303 0505 0202 0101 0103 0101 0102
   GrA, 0102 0303 0205 0113 0406 0102 0103 0203 0101 0203
   GrA, 0203 0106 0305 0303 0203 0102 0304 0102 0000 0203
   GrA, 0101 0000 0105 0109 0205 0102 0203 0101 0101 0102
   GrA, 0101 0101 0105 0103 0204 0101 0202 0307 0101 0103
   GrA, 0102 0104 0101 0313 0205 0102 0203 0103 0204 0102
   GrA, 0102 0000 0105 0313 0305 0102 0103 0102 0101 0205
   GrA, 0101 0101 0203 0101 0204 0102 0103 0109 0101 0101
   GrA, 0303 0101 0101 0103 0206 0202 0102 0306 0101 0202
   GrA, 0203 0101 0203 0313 0103 0202 0303 0103 0101 0105
   GrA, 0203 0707 0103 0104 0306 0202 0303 0101 0107 0110
   GrA, 0102 0202 0103 0101 0303 0102 0304 0303 0102 0105
   GrA, 0101 0101 0101 0213 0204 0102 0103 0101 0101 0109
   GrA, 0102 0104 0505 0206 0506 0202 0303 0101 0101 0101 
   GrA, 0102 0204 0203 0101 0305 0102 0104 0101 0101 0202
   GrA, 0101 0203 0102 0113 0204 0102 0303 0101 0101 0202
   GrA, 0102 0101 0105 0313 0102 0102 0303 0103 0101 0505
   GrA, 0101 0107 0103 0000 0205 0101 0202 0101 0101 0102
   GrA, 0102 0407 0305 0101 0404 0102 0202 0101 0101 0505
   GrA, 0203 0101 0205 1313 0505 0101 0203 0106 0101 0202
   GrA, 0203 0407 0103 0106 0203 0101 0103 0203 0101 0103
   GrA, 0102 0407 0101 0101 0303 0101 0303 0101 0101 0102
   GrA, 0101 0104 0103 0303 0404 0102 0103 0101 0101 0105
   GrA, 0202 0303 0101 0101 0506 0102 0203 0101 0101 0303
   GrA, 0101 0107 0105 0103 0303 0102 0103 0000 0101 0505
   GrA, 0101 0306 0303 0303 0505 0101 0203 0101 0101 0205
   GrA, 0203 0207 0505 0306 0304 0202 0103 0101 0101 0105
   GrA, 0101 0407 0103 0103 0306 0102 0103 0101 0101 0102
   GrA, 0203 0104 0203 0103 0304 0101 0102 0101 0101 0101
   GrA, 0102 0107 0101 0103 0205 0202 0203 0103 0101 0105
   GrA, 0000 0405 0103 0103 0205 0102 0103 0102 0101 0205
   GrA, 0101 0404 0505 0113 0505 0102 0102 0103 0101 0205
   GrA, 0000 0102 0205 0101 0304 0102 0103 0303 0000 0102
   GrA, 0101 0404 0101 0413 0505 0101 0103 0303 0000 0105
   GrA, 0101 0101 0203 0103 0206 0101 0103 0103 0101 0000
   GrA, 0101 0104 0505 0204 0405 0101 0102 0103 0101 0000 
   GrA, 0101 0104 0105 0104 0405 0101 0000 0103 0101 0102
   GrA, 0102 0405 0101 0102 0505 0102 0203 0303 0101 0000
   GrA, 0203 0107 0101 0103 0305 0101 0102 0111 0101 0101
   GrA, 0000 0107 0000 0000 0000 0102 0000 0303 0000 0000
   GrA, 0101 0101 0105 0413 0405 0101 0000 0103 0101 0105
   GrA, 0102 0101 0101 0101 0204 0101 0303 0103 0101 0104
   GrA, 0202 0404 0101 0304 0205 0202 0303 0306 0101 0101
   GrA, 0102 0104 0102 0103 0202 0202 0202 0307 0101 0105
   GrA, 0102 0107 0305 0303 0304 0102 0102 0103 0101 0105
   GrA, 0102 0101 0000 0000 0000 0202 0103 0103 0101 0102
POP
   GrB, 0103 0107 0103 0103 0305 0101 0102 0000 0106 0205
   GrB, 0103 0107 0101 0101 0405 0102 0303 0306 0101 0102
   GrB, 0203 0607 0306 0103 0303 0101 0103 0207 0101 0203
   GrB, 0102 0104 0505 0101 0304 0101 0203 0101 0101 0101
   GrB, 0203 0607 0306 0103 0303 0101 0103 0101 0101 0203
   GrB, 0102 0707 0306 0103 0203 0102 0103 0106 0101 0203
   GrB, 0103 0107 0105 0313 0304 0101 0203 0101 0106 0105
   GrB, 0101 0107 0101 0102 0104 0202 0303 0103 0101 0102
   GrB, 0103 0107 0105 0313 0305 0101 0101 0102 0106 0105
   GrB, 0103 0607 0306 0103 0304 0102 0103 0106 0101 0203
   GrB, 0202 0707 0103 0313 0202 0102 0103 0106 0101 0102
   GrB, 0103 0707 0103 0103 0304 0101 0102 0102 0106 0205
   GrB, 0103 0707 0306 0103 0204 0102 0303 0106 0101 0203
   GrB, 0103 0101 0103 0103 0205 0102 0101 0207 0101 0102
   GrB, 0101 0707 0306 0103 0203 0101 0103 0207 0101 0203
   GrB, 0303 0107 0000 0101 0203 0202 0102 0103 0101 0102
   GrB, 0202 0107 0506 0101 0204 0102 0101 0306 0101 0102 
   GrB, 0202 0107 0106 0101 0203 0102 0102 0106 0101 0102
   GrB, 0101 0101 0103 0313 0204 0101 0101 0102 0106 0102
   GrB, 0102 0107 0506 0101 0204 0202 0101 0101 0101 0102
   GrB, 0203 0707 0101 0103 0204 0102 0203 0107 0101 0203
   GrB, 0103 0707 0103 0313 0304 0101 0203 0101 0106 0105
   GrB, 0102 0707 0103 0103 0203 0102 0303 0207 0101 0203
   GrB, 0103 0101 0103 0103 0304 0101 0101 0102 0106 0205
   GrB, 0203 0107 0105 0103 0204 0102 0103 0101 0101 0203
   GrB, 0102 0707 0101 0103 0204 0101 0203 0101 0101 0203
   GrB, 0103 0107 0105 0103 0205 0101 0203 0101 0106 0102
   GrB, 0203 0707 0106 0103 0203 0102 0102 0107 0101 0103
   GrB, 0101 0707 0105 0313 0304 0101 0203 0102 0101 0101
   GrB, 0103 0000 0106 0101 0104 0102 0103 0306 0101 0102
   GrB, 0103 0707 0106 0101 0304 0101 0103 0106 0101 0202 
   GrB, 0203 0107 0101 0203 0405 0101 0103 0306 0101 0203
   GrB, 0203 0206 0102 0203 0304 0102 0202 0306 0101 0103
   GrB, 0101 0000 0101 0103 0405 0102 0203 0101 0101 0202
   GrB, 0103 0106 0101 0102 0305 0101 0203 0307 0101 0102
   GrB, 0103 0707 0103 0101 0304 0102 0303 0103 0101 0102
   GrB, 0103 0607 0106 0303 0304 0101 0102 0606 0101 0203
   GrB, 0203 0101 0101 0101 0205 0101 0303 0106 0101 0202
   GrB, 0102 0707 0106 0101 0304 0202 0203 0106 0101 0000
   GrB, 0102 0607 0106 0103 0203 0101 0103 0101 0101 0000
   GrB, 0103 0406 0101 0103 0203 0101 0203 0106 0101 0203
   GrB, 0102 0707 0106 0303 0203 0101 0103 0106 0101 0203
   GrB, 0101 0101 0105 0313 0304 0102 0303 0101 0101 0110
   GrB, 0103 0406 0606 0101 0304 0101 0103 0106 0101 0202
   GrB, 0101 0107 0000 0101 0305 0102 0103 0101 0101 0202
   GrB, 0203 0406 0103 0103 0203 0101 0203 0106 0101 0202
   GrB, 0303 0707 0106 0101 0203 0102 0102 0101 0101 0203
   GrB, 0103 0406 0606 0303 0304 0101 0102 0606 0101 0203
   GrB, 0202 0406 0106 0103 0304 0101 0103 0106 0101 0203
   GrB, 0101 0101 0101 0203 0405 0102 0303 0101 0101 0102
   GrB, 0202 0404 0203 0303 0205 0102 0103 0103 0101 0102
   GrB, 0101 0707 0101 0101 0304 0102 0303 0106 0101 0202
   GrB, 0303 0206 0103 0103 0203 0101 0203 0106 0101 0202
   GrB, 0102 0107 0506 0101 0203 0202 0103 0101 0101 0203
   GrB, 0101 0101 0203 0103 0505 0000 0101 0303 0101 0202
   GrB, 0103 0000 0106 0103 0305 0102 0102 0101 0101 0205
   GrB, 0202 0206 0606 0101 0304 0101 0102 0106 0101 0203
   GrB, 0103 0206 0606 0101 0304 0101 0102 0106 0101 0202
   GrB, 0303 0707 0103 0101 0203 0101 0203 0106 0101 0203
   GrB, 0103 0707 0106 0101 0203 0101 0103 0106 0101 0203
   GrB, 0103 0101 0305 0303 0202 0101 0303 0307 0101 0505
   GrB, 0101 0707 0305 0313 0304 0101 0203 0103 0101 0103
   GrB, 0102 0107 0306 0103 0203 0102 0103 0106 0101 0205
   GrB, 0103 0101 0306 0313 0202 0101 0303 0303 0101 0105
   GrB, 0203 0707 0102 0103 0405 0101 0101 0306 0101 0102
   GrB, 0203 0707 0106 0303 0204 0102 0103 0000 0101 0105
   GrB, 0103 0107 0303 0103 0203 0101 0303 0307 0101 0305
   GrB, 0203 0707 0000 0103 0304 0102 0101 0303 0101 0105
   GrB, 0101 0107 0103 0103 0305 0101 0103 0103 0101 0205
   GrB, 0103 0101 0303 0103 0202 0101 0303 0107 0101 0505
   GrB, 0101 0107 0606 0113 0203 0101 0303 0107 0101 0105
   GrB, 0102 0707 0101 0103 0304 0202 0000 0606 0101 0102
   GrB, 0203 0707 0606 0103 0204 0202 0103 0303 0101 0203
   GrB, 0203 0107 0106 0303 0304 0101 0101 0103 0101 0103
   GrB, 0202 0707 0109 0103 0304 0102 0101 0106 0101 0202
   GrB, 0202 0107 0306 0101 0305 0102 0103 0000 0106 0103
   GrB, 0203 0107 0306 0000 0304 0102 0103 0103 0101 0102
   GrB, 0102 0102 0205 0103 0304 0101 0103 0306 0101 0203
   GrB, 0102 0107 0000 0103 0304 0102 0101 0303 0101 0105
   GrB, 0203 0102 0109 0103 0304 0102 0103 0106 0101 0205
   GrB, 0101 0101 0106 0102 0505 0202 0103 0101 0101 0102
   GrB, 0101 0101 0506 0000 0202 0000 0303 0101 0101 0105
   GrB, 0102 0707 0106 0303 0204 0102 0103 0307 0101 0105
   GrB, 0101 0101 0102 0101 0505 0102 0102 0101 0101 0202
   GrB, 0103 0101 0305 0113 0202 0101 0303 0107 0101 0105
   GrB, 0101 0707 0000 0303 0304 0101 0303 0101 0106 0305
   GrB, 0202 0107 0000 0101 0205 0202 0102 0101 0101 0202
   GrB, 0103 0107 0305 0303 0303 0101 0303 0307 0101 0505
   GrB, 0101 0707 0206 0103 0204 0101 0103 0306 0101 0203
   GrB, 0101 0107 0106 0303 0204 0102 0101 0103 0101 0105
POP
   GrC, 0202 0101 0205 0303 0405 0101 0103 0303 0101 0105 
   GrC, 0102 0107 0206 0303 0204 0101 0103 0303 0101 0105
   GrC, 0202 0101 0909 0101 0405 0202 0101 0103 0101 0101
   GrC, 0202 0101 0106 0113 0405 0102 0203 0606 0101 0203
   GrC, 0102 0106 0202 0103 0304 0202 0102 0103 0101 0101
   GrC, 0202 0707 0206 0103 0304 0102 0101 0303 0101 0105
   GrC, 0102 0107 0206 0313 0405 0101 0101 0303 0101 0105
   GrC, 0000 0107 0106 0113 0405 0102 0101 0101 0101 0102
   GrC, 0000 0000 0206 0303 0303 0102 0101 0306 0101 0101
   GrC, 0000 0107 0306 0000 0405 0101 0103 0303 0101 0101
   GrC, 0102 0101 0206 0103 0202 0102 0101 0303 0101 0103
   GrC, 0102 0707 0202 0303 0304 0102 0101 0303 0101 0101
   GrC, 0000 0101 0202 0103 0405 0102 0101 0303 0101 0101
   GrC, 0202 0107 0202 0103 0404 0102 0101 0103 0101 0101
   GrC, 0000 0101 0206 0113 0205 0101 0101 0303 0101 0305
   GrC, 0102 0101 0206 0103 0405 0202 0101 0303 0101 0205
   GrC, 0203 0101 0306 0303 0305 0101 0103 0303 0101 0101
   GrC, 0202 0101 0209 0101 0405 0202 0102 0103 0101 0102
   GrC, 0102 0107 0202 0103 0404 0101 0101 0306 0106 0101
   GrC, 0202 0101 0202 0303 0405 0101 0101 0303 0101 0101
   GrC, 0202 0101 0202 0103 0405 0202 0101 0103 0101 0101
   GrC, 0102 0107 0102 0303 0304 0101 0101 0307 0101 0105
   GrC, 0102 0107 0202 0303 0304 0102 0101 0103 0101 0103
   GrC, 0203 0101 0206 0101 0405 0101 0101 0306 0101 0102
   GrC, 0103 0107 0206 0303 0305 0101 0101 0303 0101 0101
   GrC, 0102 0101 0202 0313 0204 0101 0101 0103 0101 0205
   GrC, 0102 0101 0202 0101 0304 0101 0101 0101 0101 0103
   GrC, 0202 0101 0206 0103 0404 0101 0101 0303 0101 0102
   GrC, 0102 0101 0102 0303 0204 0202 0101 0303 0101 0105
   GrC, 0202 0107 0102 0303 0204 0101 0101 0306 0101 0103
   GrC, 0202 0107 0102 0103 0304 0101 0101 0103 0101 0101
   GrC, 0202 0107 0909 0103 0405 0202 0101 0103 0101 0102
   GrC, 0102 0101 0909 0101 0405 0202 0102 0103 0101 0202
   GrC, 0202 0101 0909 0101 0405 0202 0101 0606 0101 0101
   GrC, 0202 0101 0209 0101 0404 0202 0102 0101 0101 0202
   GrC, 0202 0107 0909 0101 0505 0102 0101 0306 0101 0101
   GrC, 0102 0101 0909 0101 0404 0202 0101 0303 0101 0202
   GrC, 0202 0101 0209 0101 0405 0202 0102 0103 0101 0202
   GrC, 0102 0107 0209 0103 0404 0102 0101 0303 0101 0101
   GrC, 0202 0707 0202 0303 0404 0202 0101 0306 0101 0101
   GrC, 0202 0107 0109 0101 0304 0102 0102 0106 0101 0102
   GrC, 0202 0107 0209 0303 0404 0102 0101 0103 0101 0000
   GrC, 0202 0101 0909 0101 0404 0202 0101 0306 0101 0101
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   GrC, 0202 0101 0202 0101 0405 0102 0102 0306 0101 0101
   GrC, 0202 0101 0202 0101 0404 0102 0202 0101 0101 0202
   GrC, 0202 0101 0909 0101 0405 0202 0101 0606 0101 0102
   GrC, 0102 0107 0109 0101 0405 0102 0101 0101 0101 0102
   GrC, 0202 0101 0209 0101 0405 0202 0102 0101 0101 0101
   GrC, 0202 0101 0909 0101 0405 0202 0101 0606 0101 0101
   GrC, 0202 0101 0209 0103 0405 0202 0101 0103 0101 0101
   GrC, 0202 0101 0909 0101 0404 0202 0101 0303 0101 0101
   GrC, 0202 0101 0109 0101 0405 0202 0102 0306 0101 0102
   GrC, 0202 0107 0209 0303 0404 0102 0101 0306 0101 0101
   GrC, 0202 0101 0109 0103 0404 0202 0101 0306 0101 0102
   GrC, 0202 0101 0509 0303 0405 0102 0101 0303 0101 0101
   GrC, 0202 0107 0909 0103 0405 0102 0101 0106 0101 0102
   GrC, 0202 0101 0102 0101 0404 0202 0102 0303 0101 0202
   GrC, 0202 0101 0909 0101 0404 0202 0102 0306 0101 0202
   GrC, 0102 0107 0909 0103 0405 0102 0101 0101 0101 0102
   GrC, 0202 0101 0909 0000 0405 0202 0101 0606 0101 0202
   GrC, 0202 0101 0209 0103 0404 0202 0101 0306 0101 0102
   GrC, 0202 0101 0109 0103 0405 0202 0101 0106 0101 0101
   GrC, 0202 0101 0209 0103 0405 0102 0102 0303 0101 0102   
   GrC, 0202 0101 0102 0101 0405 0202 0101 0103 0101 0101 
   GrC, 0202 0101 0102 0103 0405 0202 0101 0103 0101 0102 
   GrC, 0202 0101 0209 0103 0405 0102 0101 0101 0101 0101 
   GrC, 0202 0101 0209 0103 0404 0202 0101 0103 0101 0101 
   GrC, 0202 0101 0209 0303 0405 0202 0101 0103 0101 0102 
   GrC, 0202 0101 0209 0101 0404 0101 0101 0303 0101 0102 
   GrC, 0202 0101 0109 0103 0405 0202 0101 0101 0101 0101 
   GrC, 0202 0101 0101 0101 0404 0202 0102 0101 0101 0102 
   GrC, 0202 0101 0209 0103 0405 0102 0101 0103 0101 0102 
   GrC, 0202 0101 0101 0101 0404 0102 0101 0106 0101 0101 
   GrC, 0202 0101 0209 0101 0505 0202 0101 0106 0101 0202
   GrC, 0202 0101 0101 0101 0505 0202 0102 0303 0101 0102 
   GrC, 0202 0101 0102 0303 0505 0102 0101 0103 0101 0102 
   GrC, 0202 0101 0101 0303 0505 0102 0102 0103 0101 0102 
   GrC, 0202 0101 0209 0101 0404 0102 0101 0101 0101 0102 
   GrC, 0202 0101 0202 0101 0405 0202 0101 0101 0101 0205 
   GrC, 0202 0101 0202 0101 0404 0102 0101 0103 0101 0102
   GrC, 0202 0101 0102 0101 0404 0202 0101 0306 0101 0202 
   GrC, 0202 0101 0209 0101 0404 0202 0101 0303 0101 0101
Τέλος, για την ταυτοποίηση του κάθε δείγματος (δηλαδή της κάθε εργαστηριακής γενεάς του στελέχους) βάσει των 
ορισθέντων ομάδων προέλευσής του, χρησιμοποιείται τόσο η μήτρα αναφοράς των ορισθέντων ομάδων προέλευσης 
των δειγμάτων (η οποία εισάγεται στο πεδίο ‘’Reference populations:’’) όσο και η μήτρα των δειγμάτων που πρόκειται 
να ταυτοποιηθούν (η οποία εισάγεται στο πεδίο ‘’Samples to be assigned:’’). Οι μήτρες αυτές παρατίθενται, αντιστοίχως, 
στις § 3.6 και 3.2.
3.7. Μήτρες εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή POPULUS
Παρακάτω παρατίθενται οι μήτρες εισαγωγής δεδομένων ανά γενετικό τόπο, με γενιά εκκίνησης της προσομοιωτικής 
διαδικασίας τού μοντέλου την F3.
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3.8. Μήτρες εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή SPSS
Παρακάτω παρατίθεται η μήτρα εισαγωγής δεδομένων στη στατιστική εφαρμογή SPSS, που χρησιμοποιήθηκε 
προκειμένου να διενεργηθεί η ανάλυση One-way ANOVA.
Σημείωση: Ο αλγόριθμος Ln RH είναι ο νεπέριος λογάριθμος του λόγου των αναμενόμενων ετεροζυγωτιών μεταξύ δύο πληθυσμών, 




όπου Hpop1 και Hpop2 οι αναμενόμενες ετεροζυγωτίες δύο πληθυσμών για τον ίδιο γενετικό τόπο. Ο αλγόριθμος υπολογίσθηκε για 
τον κάθε ένα γενετικό τόπο ξεχωριστά, με τη βοήθεια της στατιστικής εφαρμογής Microsoft Excel της Microsoft ®.       
Ακολούθως, οι προκύπτουσες τιμές Ln RH σταθμίστηκαν (Standardized_Ln RH) βάσει του μέσου όρου τους και της τυπικής τους 
απόκλισης. Και οι τελευταίες υπολογιστικές διαδικασίες πραγματοποιήθηκαν με τη βοήθεια της στατιστικής εφαρμογής Microsoft 
Excel της Microsoft ®, με τη χρήση των  συναρτήσεων AVERAGE, STDEV (Standard Deviation) και STANDARDIZE.  
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Analysis of olive fly invasion in California based on
microsatellite markers
NE Zygouridis1,3, AA Augustinos1,3, FG Zalom2 and KD Mathiopoulos1
1Department of Biochemistry and Biotechnology, University of Thessaly, Larissa, Greece and 2Department of Entomology, University
of California, Davis, CA, USA
The olive fruit fly, Bactrocera oleae, is the main pest of the
olive fruit and its expansion is exclusively restricted to the
cultivation zone of the olive tree. Even though olive
production has a century-old history in California, the olive
fly was first detected in the Los Angeles area in 1998. Within
5 years of the first observation, the insect was reported from
all olive cultivation areas of the state. Field-collected flies
from five locations in California and another from Israel were
analyzed on the basis of microsatellite polymorphisms in 10
microsatellite loci. These results were integrated with those
of a previous study of olive fly populations around the
European part of the Mediterranean basin. The analysis
pointed to the eastern part of the Mediterranean as the
putative source of the observed invasion. Moreover, samples
from California were quite different from Mediterranean
samples implying the participation of phenomena such as
genetic drift during the invasion and expansion of the olive fly
in California.
Heredity advance online publication, 24 December 2008;
doi:10.1038/hdy.2008.125
Keywords: Bactrocera oleae; microsatellites; population analysis; Tephritidae; invasion; olive fly
Introduction
The olive fly, Bactrocera oleae (Gmelin), is a member of the
Diptera family Tephritidae. Being the most important
pest of cultivated olives, its management is a matter of
great importance. The olive fly damages the fruit by
‘stings’ resulting from oviposition. The hatched larva
feeds on the mesocarp of the olive, creating channels
inside the fruit. The oviposition site may also serve as
a point of entry for microbial infection of the fruit,
compromising the organoleptic qualities of the olive.
This may result in reduced commercial value of table
olives and unmarketable olive oil because of high levels
of acidity. These factors can result in an annual
production loss of between 5 and 30%, depending on
environmental conditions (Mazomenos, 1989; Katsoyan-
nos, 1992).
Being a monophagus insect, the range of the olive fly is
limited to the olive cultivation zones, as well as areas
where olive trees are indigenous. Traditionally, this was
restricted to the Mediterranean basin where most olive
trees are grown. However, olive cultivation is expanding
in areas such as South Africa, Australia, China and the
Americas.
The Spanish first carried olive tree cuttings to the
Americas in the middle of the sixteenth century. Around
1700, Franciscan monks brought olive trees to Mexico
and from there to California. Intensive cultivation of the
olive tree started in central and southern California at the
end of the nineteenth century. Today the California olive
industry produces table and oil olives valued at about
US$80 million (California Department of Food and
Agriculture, 2006). The olive fly was first found in
California near Los Angeles International Airport
in October 1998 (Rice, 2000). A statewide monitoring
program subsequently detected the olive fly in all olive
cultivation areas of the state over the following 5 years
(Zalom et al., 2008). However, the geographical origin of
the insect’s invasion remains unknown.
Analyses of natural olive fly populations support the
subdivision into three groups: Pakistan, Africa and
Mediterranean plus America (Nardi et al., 2005), with
the Mediterranean population further differentiated into
eastern (Cypriot), central (Greek–Italian) and western
(Iberian) groups (Augustinos et al., 2005). The funda-
mental aim of the present study was a precise determi-
nation of the geographical origin of the California
invasion of the olive fly within the Mediterranean group.
Field-collected samples from five different locations of
California and one from Israel were analyzed on the
basis of polymorphism of 10 microsatellite loci. These
markers constitute a subset of the markers described and
used in the analysis of endemic olive fly populations
around the Mediterranean basin by Augustinos et al.
(2002, 2005). Microsatellites are particularly informative
in the study of recent population phenomena, such as
biological invasions (Bruford and Wayne, 1993; Schlo¨t-
terer and Pemberton, 1994; Tautz and Schlo¨tterer, 1994).
Moreover, they have been successfully used in the
analysis of population structure of different Tephritidae
species, such as Ceratitis capitata (Bonizzoni et al., 2001;
Gasperi et al., 2002), Bactrocera dorsalis (Aketarawong
et al., 2007) and B. tryoni (Yu et al., 2001; Gilchrist et al.,
2004). In the case of C. capitata, they have provided
guidance in establishing the source of recent invasions in
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value) ln(Observed value/Expected value)]. Genotypic
disequilibrium was tested with Genepop (Raymond and
Rousset, 1995), with Fisher’s exact test, for all pairs of loci
in all samples and across samples.
Genetic distances were measured according to Nei
(1972) using POPGENE (Yeh et al., 1999). A UPGMA
dendrogram was constructed in PHYLIP 3.6C (Felsen-
stein, 1994), using the allele frequencies. The robustness
of each node was assessed by the bootstrap method. For
this purpose, 100 pseudoreplicates were generated by
random resampling of the original data, using SEQBOOT
and GENDIST. The new distance matrices were then
subjected to NEIGHBOR and CONSENSE to produce a
consensus tree. Visualization of the dendrogram was
performed by TreeView32 software (Page, 1996).
Pairwise FST values were estimated using FSTAT
software. Inference on the degree of population subdivi-
sion based on hierarchical analysis of molecular variance
(AMOVA) was performed by the ARLEQUIN 2.0 soft-
ware (Schneider et al., 1997), to compare the percentage
of genetic variability attributed to the variance among
the major geographical areas sampled to that observed
among samples within each of them. The significance of
the resultant F statistics and variance components were
tested with 10 000 permutations.
STRUCTURE software was used to determine the
number of possible genetic clusters in California (Pritch-
ard et al., 2000; Falush et al., 2003). We used all four
different models, with a burn-in period of 50 000 and
50 000 Markov chain Monte Carlo (MCMC) repetitions
after the initial burn-in. We tested for K¼ 1 to K¼ 5 and
performed five runs of each model, to check the
consistency of the results. In a previous study we
observed at least three subpopulations of the olive fly
in the Mediterranean, but these were not well differ-
entiated due to gene flow. We used again the four
different models, with a burn-in period of 50 000 and
50 000 MCMC repetitions after the initial burn-in, to
analyze the structuring of all 25 samples. We ran five
repetitions of all above models (to check the consistency
of our results), assuming K¼ 1 to K¼ 10. Although the
authors of the program recommend the use of the
admixture model, they also suggest that the no-admix-
ture model is more powerful at detecting subtle
structure, such as in our case. Because the likelihood
curve did not provide a clear K-value (Figure 3a), we
estimated a modified K-value, taking also into account
the consistency of the results. On the basis of modifica-
tion described by Evanno et al. (2005) we divided the
mean likelihood value of the five runs by their standard
deviation and considered this as the modified new
K-curve (Figure 3b).
GENALEX 6.1 software (Peakall and Smouse, 2006)
was used to estimate pairwise population PhiPT
values and PhiPT matrix was used to perform principal
components analysis (PCA). PhiPT measure suppresses
within-population variance and simply calculates popu-
lation differentiation based on the genotypic variance.
GeneClass 2.0 software (Piry et al., 2004) was used to
perform population assignment and exclusion test and to
calculate the probability of origin for each individual and
each sample. We also tried to assign California samples,
Table 1 B. oleae field-collected samples
Country Sample site Sample name Date Coordinates Sample size
Latitude Longitude
Portugal Gimmaraes Gim-PO August 2002 411 260 N 81 200 W 30
Lisbon Lis-PO August 2002 381 450 N 91 110 W 29
Spain Murcia Mur-SP September 2001 371 580 N 11 80 W 50
Madrid Mad-SP August 2002 401 260 N 31 430 W 29
Arrhenys Arr-SP August 2002 411 360 N 21 330 E 30
Italy Farfa Far-IT October 1999 421 130 N 121 430 E 50
Vasto Vas-IT September 2002 421 70 N 141 430 E 30
Greece Alexandroupolis Ale-GR September 2001 401 520 N 251 530 E 50
Lefkada Lef-GR September 2001 381 500 N 201 420 E 48
Patras Pat-GR September 2001 381 150 N 211 440 E 50
Mani Man-GR September 2001 361 330 N 221 250 E 50
Ithaca Ith-GR September 2001 381 210 N 201 430 E 23
Kos Kos-GR September 2001 361 540 N 271 170 E 21
Kythira Kyt-GR September 2001 361 90 N 221 590 E 25
Maladrino Mal-GR September 2001 381 270 N 221 140 E 50
Crete Cre-GR September 2001 351 200 N 251 80 E 43
Turkey Aidin Aid-TU October 2002 371 520 N 271 500 E 9
Cyprus Limassol Lim-CY September 2002 341 410 N 331 30 E 30
Nicosia Nic-CY September 2002 351 100 N 331 220 E 24
Israel Sde Boker Sde-IS October 2007 301 520 N 341 470 E 18
California Calaveras Cal-CA April 2004 381 270 N 1201 310 W 30
Napa Nap-CA April 2004 381 130 N 1221 170 W 30
Solano Sol-CA April 2004 381 350 N 1211 980 W 30
Yolo Davis Yol-CA April 2004 381 340 N 1211 510 W 30
San Luis Obispo SLO-CA April 2004 351 200 N 1201 430 W 30
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assuming four subpopulations in the Mediterranean
basin (the three previously described along with the
Israeli). We chose a Bayesian model using the Rannala
and Mountain (1997) criterion, under a 0.05 threshold.
Finally, we used BOTTLENECK software (Cornuet and
Luikart, 1997) to detect any recent bottleneck phenom-
ena, especially in California. We chose the Wilcoxon sign-
rank test because it performs better than the other two
tests with few loci.
Results
The Mediterranean basin is presumably the source of the
olive fly invasion in California (Nardi et al., 2005). To
further specify the origin of this invasion, microsatellite
polymorphism data of California samples were com-
pared with the preexisting data set of Mediterranean
samples (Augustinos et al., 2005). To expand the
Mediterranean data set, a sample from Israel was also
included in the analysis. For this purpose, 150 field-
collected flies from five different locations in California
(Calaveras, Napa, Yolo, Solano and San Luis Obispo) and
18 from Israel (Sde Boker), as shown in Figure 1 and
Table 1, were genotyped at 10 microsatellite loci.
Hardy–Weinberg equilibrium and linkage disequilibrium
Conformation to HWE was tested in California and
Israeli samples according to the G2 criterion at a
significance level of 5%. Out of 60 tests performed
(6 samples 10 loci), none of them showed departure from
HWE after the sequential Bonferroni correction (Rice,
1989). Interestingly, testing HWE under the assumption
of a single California population, two loci deviated:
Boms25 due to homogeneity excess and Boms29 due to an
excess of one class of homozygotes. This contrasts the
situation in the Mediterranean basin where no deviations
were observed (Augustinos et al., 2005) and may
evidence the fact that there is not a single, homogeneous
population of the olive fly in California. This could be the
result of the very rapid expansion of the species in a large
geographical area, where genetic drift and subsequent
allele adaptation in particular ecological niches took
place faster than the homogenizing effects of unrestricted
gene flow. Linkage disequilibrium was observed only in
few of the tests performed. However, after correcting for
multiple tests, no linkage disequilibrium was statistically
significant.
Microsatellite variability in California and Israel
Genetic variability was measured as the average number
of actual (na) and effective alleles (ne), allelic richness,
and degree of observed (Ho) and expected (He) hetero-
zygosity (Table 2). A westward decline in the levels of
polymorphism (He values) in the olive fly Mediterranean
populations has already been reported (Augustinos et al.,
2005). The trend holds for the Israeli sample (He¼ 0.59),
whose value is greater than those of the Central Med
samples, even though it is a small sample and estimation
errors cannot be excluded. California ne, Ho and He
values are intermediate between those observed in the
West Med and the Central Med groups. Allelic richness
in California is the lowest among all regions, which is in
accordance with the hypothesis of a Mediterranean
source of olive fly invasion in California (Nardi et al.,
2005).
Analysis of alleles gave one new allele in California,
albeit at very low frequency. In addition, three of the
California alleles were not sampled in the Iberian
Peninsula. Given the large number of flies collected in
Spain and Portugal (168), it is highly unlikely that these
three alleles are present in this area. Moreover, no private
alleles were found among West Med and California, West
Med, East Med and California, and among West and East
Med. This indicates that the West Med samples are quite
discrete from the East Med and California samples.
Population structure in California
Estimated pairwise FST values in California were all not
significant except for one (Sol-CA/SLO-CA), as shown in
Table 3. Furthermore, all FST values among California
samples and Mediterranean samples are significant
(except those of Aid-TU), although at different prob-
ability levels. Genetic distances among California sam-
ples were measured according to Nei (1972 ; Table 3) and
these varied between 0.0124 (Sol-CA/Yol-CA) and 0.0450
(SLO-CA/Sol-CA).
Further analysis of olive fly population structure in
California was performed using the STRUCTURE soft-
ware. Five independent runs of all four models were
performed, assuming K ranging between 1 and 5. There
seems to be no clustering of California samples. To
further analyze the genetic structure, pairwise PhiPT
values were calculated and PhiPT pairwise matrix was
used to perform PCA. Still, no clustering of samples
inside California was observed.
Table 2 Genetic variability estimates of olive fruit fly samples
Sample N na AR ne Ho He
Gim-PO 30 4.00 3.27 2.26 0.48 0.49
Lisbon-PO 29 5.10 3.60 2.20 0.52 0.49
Mur-SP 50 5.20 3.47 2.30 0.49 0.49
Mad-SP 29 4.00 3.28 2.23 0.48 0.48
Arr-SP 30 5.00 3.59 2.28 0.51 0.50
West Med group 168 7.70 3.44 2.28 0.50 0.49
Far-IT 50 5.80 3.83 2.59 0.59 0.57
Vas-IT 30 5.70 3.94 2.44 0.55 0.55
Ale-GR 50 5.30 3.57 2.57 0.54 0.57
Lef-GR 48 5.70 3.92 2.64 0.60 0.58
Pat-GR 50 6.00 3.95 2.78 0.62 0.58
Man-GR 50 5.70 3.82 2.70 0.56 0.57
Ith-GR 23 4.70 3.63 2.65 0.57 0.58
Kos-GR 21 4.50 3.82 2.59 0.59 0.57
Kyt-GR 25 4.50 3.72 2.66 0.58 0.58
Mal-GR 50 6.10 3.66 2.56 0.57 0.56
Cre-GR 43 5.10 3.56 2.45 0.57 0.55
Aid-TU 9 3.90 3.90 2.64 0.60 0.58
Central Med group 449 9.60 3.78 2.66 0.58 0.57
Lim-CY 30 4.70 3.74 2.84 0.59 0.60
Nic-CY 24 4.70 3.91 2.84 0.62 0.61
Cypriot group 54 5.70 3.83 2.92 0.60 0.61
Sde-IS 18 4.50 3.79 2.58 0.56 0.59
Cal-CA 30 3.60 3.09 2.39 0.48 0.54
Nap-CA 30 3.70 3.13 2.38 0.48 0.53
Sol-CA 30 3.60 3.18 2.38 0.54 0.53
Yol-CA 30 3.60 3.15 2.41 0.53 0.52
SLO-CA 30 3.50 3.00 2.23 0.51 0.49
Californian group 150 3.60 3.11 2.36 0.51 0.52
Abbreviations: AR, allelic richness, corrected for sample size; He,
heterozygosity expected; Ho, heterozygosity observed; N, sample
size; na, actual allele number; ne, effective allele number.
Regional group values are indicated in bold.
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Worldwide structuring of olive fly samples
Analysis of significance of pairwise FST values among all
samples showed the possibility of clustering in four
subpopulations (Table 3). West Med samples are sig-
nificantly different from all other samples. Similarly,
California samples constitute a separate group, as they
are significantly different from all other samples. Central
Med samples form yet another group, whereas Cypriot
and Israeli samples seem to comprise a further, East Med
cluster. Aid-TU sample is very small (nine individuals)
and this is probably the reason it presents no significant
difference with almost any other sample. Genetic
distances among California and all the other samples
ranged between 0.0459 (Yol-CA/Man-GR) and 0.1975
(SLO-CA/Mad-SP). The Israeli sample (Sde-IS) showed a
minimum genetic distance with Lim-CY (0.0496) and a
maximum genetic distance with Mad-SP (0.1459). These
values were used to construct an unrooted UPGMA
dendrogram (Figure 2). The topology of the dendrogram
was confirmed by relatively high bootstrap values at the
main nodes (100 and 78%). The major clusters as well as
further groupings within these clusters were identical
with those of the Augustinos et al. (2005) analysis, albeit
generated with 10 (of the original 12) microsatellite loci.
There are the three previously described subpopulations
of Western Mediterranean (Spain and Portugal), Central
Mediterranean (Greece, Italy and Turkey) and Eastern
Mediterranean (Cyprus). Interestingly, samples from
Israel and California fall in this third cluster. These
results point to the eastern part of the Mediterranean
basin as a putative source of the olive fly invasion in
California.
STRUCTURE analysis was performed, assuming K
ranging between 1 and 10. The no-admixture model
provided a better clustering of our samples. Although we
expect our samples to be admixed, the no-admixture
model produces better results when genetic structure is
not very clear due to high gene flow (as in our case). It
seems that there are at least three subpopulations, but the
likelihood curve is not clear as to whether K can be
greater than 3 (Figure 3a). K-curve continues growing
after the value of 3, presumably beyond the true K value.
However, independent runs are not so consistent,
especially when assumed K grows. To incorporate
consistency to our results and based on the modification
described by Evanno et al. (2005), we estimated a new
K-curve by dividing the mean likelihood of five
independent runs by their standard deviation
(Figure 3b). This way it becomes apparent that the true
number of clusters must be three and, surely, no more
than four. Partition of color components in Figure 4
(K¼ 3) substantially differentiates West Med (1–5) from
East Med flies (18–20), whereas Central Med flies fall into a
‘transition zone’ that seems to share a great degree of
ancestry either with Iberian or with Cypriot–Israeli
populations. However, California flies (21–25) are clearly
more alike those of the East Med. Table 4 presents the
average number of ancestry probabilities of each one of the
25 samples in each of the three hypothetical clusters,


















































Figure 2 UPGMA dendrogram constructed after 100 bootstrap resamples, based on Nei’s (1972) genetic distances, showing the relationships
among the 25 samples studied. TU, Turkey; IS, Israel; CY, Cyprus; GR, Greece; IT, Italy; SP, Spain; PO, Portugal; CA, California.
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(West Med, Central Med, Cypriot, Israeli and California),
651 of the 840 individuals (77.5%) were correctly
assigned (Appendix 1). It should be noted that for this
analysis we divided East Med cluster into Cypriot and
Israeli, in an effort to identify more precisely the source
of the California invasion. West Med individuals were
properly assigned as such at 82.1%, whereas 12.5% were
assigned as Central Med, very few as Israeli and
Californian, and none as Cypriot. Individuals from the
Central Med subpopulation presented the lowest degree
of correct assignment (34.7% for respective samples—
60.2% for the Central Med cluster), illustrating the
extensive gene flow occurring between natural olive fly
populations around in Central Mediterranean basin,
where Greece and Italy have been trading centers for
olive products for thousands of years. The same analysis
for flies from California correctly assigned 69 of the 150
individuals (46%) in their respective samples and, more
importantly, 131 of the 150 (87.3%) individuals were
correctly identified as Californian. Therefore, California
olive flies may form a discrete subpopulation that has
differentiated from the ancestral Mediterranean popula-
tions. To define the possible origin of the invasion, the
five California samples were assigned to one of the three
described subpopulations around the Mediterranean
plus Israel. Cal-CA and Nap-CA were identified as
Cypriot, whereas the remaining three were identified as
Israeli (Appendix 2).
Analysis of bottleneck
Olive fly presence in California is recent (first observed
in 1998), but it has expanded in the whole cultivation
zone in the state. We used BOTTLENECK software to test
for any recent bottleneck phenomena in the area. Results
suggest that the olive fly in California has not faced any
bottlenecks.
Discussion
Invasions, such as those of the olive fly, are often
characterized by a unique set of demographic and
genetic features that result from a small number of
colonizing individuals and the rapid growth and spread
of new populations (Davies and Roderick, 1999). We
searched for such features in the relatively recent olive
fly invasion in California to determine its origin. For this
purpose, 150 wild flies captured from five different
sampling areas in California were genotyped for 10
microsatellite loci. These results were integrated to those
of a previous study of olive fly populations around the
European part of the Mediterranean basin (Augustinos
et al., 2005). In that study, three subpopulations were
distinguished: Western Mediterranean (constituted of
samples from the Iberian Peninsula), Central Mediterra-
nean (samples from Greece, Italy and Turkey) and
Eastern Mediterranean (samples from Cyprus).
Iberia (most likely) absolved
Normally, a colonization process goes along with a loss
of genetic variability because the founder population
carries only a fraction of the original population’s
variability. In the case of California samples, three alleles
were encountered (in relatively high frequencies) that
were not observed in the West Med subpopulation.
Given the large number of flies analyzed from West Med,
it is highly unlikely that these alleles are present in this
area. In addition, there were no shared alleles between
California and West Med (that is, alleles were present in
these two areas but not anywhere else). Furthermore,
genetic distance values are the greatest between Califor-
nia and West Med samples and these two areas are
placed in two different nodes of a dendrogram with a
bootstrap value of 100. STRUCTURE analysis also shows




































Figure 5 Principal components analysis of molecular variance performed in GENALEX 6.1, using the PhiPT pairwise distance matrix. The first
two axes explain 71.56% of the total variance. The colour reproduction of this figure is available on the html full text version of the manuscript.
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being in the same genetic cluster. PCA also suggests
that California samples are more distantly related to
the West Med ones. Finally, Bayesian assignment of groups
of individuals shows that it is highly unlikely that
California genotypes derive from West Mediterranean
genotypes.
Greece and Italy remotely linked
The first major discrimination derived from the UPGMA
dendrogram (with high bootstrap value) is the one
between Eastern Med plus California samples and the
rest of the Mediterranean. All analyses presented in this
study show that samples from Greece, Italy and possibly
Turkey form a distinct subpopulation, which is also
mixed with western and/or eastern Mediterranean
subpopulations, likely due to extensive gene flow in
the area (that could be explained by extensive trade
throughout history). STRUCTURE analysis also suggests
that the Central Med cluster might be different from the
cluster of Eastern Mediterranean and California,
although it seems to share a certain degree of ancestry
with this group. Therefore, it does not seem very likely
that areas of the Central Mediterranean are the source of
the California invasion. Finally, assignment of groups of
individuals performed by GeneClass software gives a
low probability only to the Cal-CA sample to have a
Central Med origin.
East Med culpa?
Instead, all analyses of our data point to the Eastern
Mediterranean as the putative source of the observed
invasion. Eastern Mediterranean populations are clearly
more polymorphic than California samples. Although
California samples tend to form a cluster of their own, it
is obvious that they are more closely related to East Med
samples, either based on genetic distance values and
allele frequencies or under STRUCTURE analysis and
PCA. An interesting finding comes from the GeneClass
analysis. When asked to assign California samples to one
of the four groups assumed, three were identified as
Israeli (Sol-CA, Yol-CA and SLO-CA) and the remaining
two as Cypriot (Cal-CA and Nap-CA). Therefore, all
were identified as East Med samples.
Olive fly in California: single or multiple invasions?
Fly collection data from the California Department of
Food and Agriculture and the statewide monitoring
program (through which the flies used in this analysis
were obtained) suggest a rapid and virtually complete
colonization by the olive fly within the range of
olive cultivation in California. Till now, it remains
unclear whether the fly invaded once in 1998 when
it was first detected, or additional times either before
the first detection or since. The fact that only a small
fraction of the alleles that are found in Mediterranean
are also present in California (44 out of 106) can be
evidence of a flow of a small number of alleles from
the Mediterranean basin toward California. Analysis
of olive flies collected in subsequent years throughout
the invasion time and from more collection sites
will show which of the two prementioned scenarios is
more likely.
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Appendix 1
Assignment of individuals to five groups, using GeneClass 2.0 software
Samples to be assigned Reference groups
West Med Central Med Cypriot Israeli Californian
Gim-PO 0.833 0.166 — — —
Lisbon-PO 0.793 0.172 — 0.034 —
Mur-SP 0.780 0.120 — 0.040 0.060
Mad-SP 0.827 0.137 — 0.034 0.034
Arr-SP 0.900 0.033 — 0.033 0.033
West Med 0.821 0.125 — 0.029 0.029
Far-IT 0.200 0.700 0.040 0.040 0.020
Vas-IT 0.166 0.600 — 0.166 0.066
Ale-GR 0.160 0.500 0.120 0.060 0.160
Lef-GR 0.125 0.562 0.104 0.125 0.083
Pat-GR 0.120 0.580 0.120 0.060 0.120
Man-GR 0.160 0.580 0.160 0.080 0.020
Ith-GR 0.130 0.695 0.130 0.043 —
Kos-GR 0.095 0.666 0.142 — 0.095
Kyt-GR 0.280 0.480 0.200 — 0.040
Mal-GR 0.120 0.600 0.120 0.080 0.080
Cre-GR 0.119 0.666 0.071 0.023 0.119
Aid-TU 0.111 0.777 0.111 — —
Central Med 0.149 0.602 0.107 0.064 0.075
Lim-CY 0.066 0.066 0.600 0.133 0.133
Nic-CY — — 0.875 0.041 0.083
Cypriot 0.037 0.037 0.722 0.092 0.111
Sde-IS — — 0.055 0.944 —
Cal-CA 0.133 0.066 0.100 0.066 0.633
Nap-CA — 0.033 0.033 0.033 0.900
Sol-CA 0.033 0.066 — — 0.900
Yol-CA — — 0.033 0.033 0.933
SLO-CA 0.033 0.033 0.100 0.033 0.800
Californian 0.040 0.040 0.053 0.033 0.833
Regional group values are indicated in bold.
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Appendix 2
Assignment of groups of individuals of California samples to the three described genetic groups plus Israel, according to GeneClass 2.0
software
Samples to be assigned Reference groups
1 % 2 % 3 % 4 %
Cal-CA Cypriot 99.828 Israeli 0.165 Central Med 0.007 Iberian 0.000
Nap-CA Cypriot 77.477 Israeli 22.523 Central Med 0.000 Iberian 0.000
Sol-CA Israeli 100.000 Cypriot 0.000 Central Med 0.000 Iberian 0.000
Yol-CA Israeli 99.993 Cypriot 0.007 Central Med 0.000 Iberian 0.000
SLO-CA Israeli 100.000 Cypriot 0.000 Central Med 0.000 Iberian 0.000
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Early attempts to apply the SIT on the olive fly, Bactrocera oleae, were
unsuccessful, mainly due to the low competitiveness of the sterile mass-
reared males compared with the wild ones. Recently, new efforts are
underway in Israel to develop a vigorous and efficient mass-reared olive
fly laboratory strain. To understand the genetics of the adaptation process
and possibly link the corresponding loss of competitiveness to genetic
markers, we followed the fluctuation of genotypic frequencies of ten mi-
crosatellite markers during the course of 22 generations of the coloniza-
tion of a wild Israeli population in laboratory conditions. Effective and
observed allele number is halved after 11 generations, so is mean hetero-
zygosity. Practically, there is very little change between F0 and F1, there
are substantial changes between F1 and F2–F5, and there is a virtual com-
plete adaptation to the new laboratory environment by F11, because no
more changes are observed between F11 and F22. If we assume that the
loss of allele number and heterozygosity also reflects the loss of the ‘wild’
character of the colonized strain and, possibly, the loss of a substantial part
of its natural vigour, our results indicate that there is an apparent need to
refresh a mass-reared colony with wild material at about every five to
eight generations. Furthermore, simulation models indicated that while
most of the observed allele frequency fluctuations were due to random
drift, some alleles were probably under selection.
Introduction
The olive fruit fly, Bactrocera oleae (Rossi), belongs to
the Tephritidae family of insects, most of which are
notorious agricultural pests. All past and current
approaches for population control rely principally on
insecticide use, which are accompanied with known
environmental and public health consequences. A
respectable environmentally safe alternative to insect
pest control is the sterile insect technique (SIT). The
SIT is based on the mass production, sterilization and
release of large numbers of sterile insects that, in
principle, would mate with wild individuals thus
producing infertile eggs (Knipling 1955). The method
has been successfully implemented in its original
form for the control of various insect species, includ-
ing several Tephritids (Dyck et al. 2005). Efficient
SIT application includes intensive rearing of large
numbers of insects for mass release, the availability
of efficient sex-separation methods, sterilization
techniques able to produce large numbers of insects
with minimal effects on fitness, effective release
methods and efficient marking systems to identify
released individuals (for a review see Franz 2005).
Transgenic technology has given a large impetus in
operational SIT programmes by providing solutions
at all these levels (for a review see Scolari et al.
2011).
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Early efforts in the 1970s to apply the SIT in the olive
fly were not successful. The failure was mainly attrib-
uted to the low quality of the radiation-sterilized mass-
reared flies and the different diurnal mating rhythms
between wild and laboratory-reared flies: wild flies
preferred to mate several hours later than laboratory-
reared flies and, consequently, matings between wild
and laboratory released flies were extremely infre-
quent (Economopoulos et al. 1977; Economopoulos
and Zervas 1982; Zervas and Economopoulos 1982;
Economopoulos 2001). In addition, differentiating and
sexing olive fly pupae was not possible at the time, nor
is it now. However, the germline transformation of the
olive fly in 2006 (Koukidou et al. 2006) was recently
followed by the development of a conditional female-
lethal strain that provides highly penetrant female-
specific lethality, dominant fluorescent marking and
genetic sterility (Ant et al. 2012). Such developments
have renewed the interest of an efficient olive fly SIT
based on novel transgenic tools.
At present, efforts are underway (in Israel and Sei-
bersdorf Laboratories, FAO/IAEA) to develop a vigor-
ous and efficient mass-reared olive fly laboratory
strain. As has been shown in the past, during coloni-
zation, strong adaptation to laboratory conditions
takes place (Zouros et al. 1982; Loukas et al. 1985;
Economopoulos and Loukas 1986; Zouros and Loukas
1989). Within 3–5 generations, populations adapt to
the new conditions and allele frequencies at particular
loci change. Such adaptation that went unobserved
during the failed SIT attempt of the 1970s might have
contributed to the low competitiveness of the labora-
tory-reared colony. It is therefore of fundamental
importance to follow this adaptation process geneti-
cally and try and link the strain’s mating efficiency
and ‘wild’ character with genetic markers.
Microsatellite markers are very powerful tools for
genetic and population analyses (Bruford and Wayne
1993; Schl€otterer and Pemberton 1994; Tautz and
Schl€otterer 1994). We have developed a set of over
fifty polymorphic microsatellite markers (Augustinos
et al. 2002, 2005) that are dispersed throughout the
chromosomes of B. oleae (Augustinos et al. 2008). A
subset of them has been successfully used in the anal-
ysis of the Mediterranean olive fly population struc-
ture (Augustinos et al. 2005) and the elucidation of
the origin of the fly’s invasion in California (Zygouri-
dis et al. 2009). In this study, we used these markers
for the assessment of the genetic profile of the Yael
olive fly laboratory strain that was colonized exclu-
sively from wild-caught material. Our intentions were
to get further insight into the adaptation process that
takes place during colonization, shed light on the
relative contributions of selection and drift and proba-
bly acquire suggestions with regard to the mainte-
nance of the natural vigour of the colonized flies.
Materials and Methods
Foundation of the laboratory population
Large quantities of infested olive fruits were collected
from Central Israel from January to April 2007 and
placed on screen trays so that pupating 3rd-instar olive
fly larvae could jump and pupate in the vermiculite.
Over 30 000 pupae were collected in this way and sub-
sequently placed in 30 large (30 9 30 9 30 cm3)
wood and wire screen cages. This constituted the F0
generation or wild type mentioned in the text.
Emerged adults were fed on artificial diet based on
yeast hydrolysate, sucrose, egg yolk and water at 25°C
and a 12-h light/12-h dark cycle, as described previ-
ously (Tzanakakis et al. 1967; Tsitsipis 1977), with the
addition of streptomycin in solid state and at a final
concentration of 470–500 ppm. The addition of the
antibiotic in the adult diet is a common practice (Hagen
et al. 1963; Tsitsipis and Kontos 1983), as it is thought
to suppress pathogenic bacteria that decrease fecundity
by shortening longevity. However, this practice has
been questioned recently, because the addition of anti-
biotic destroys the indigenous microbial flora of insects
and was shown to suppress egg-laying of wild flies
without affecting their survival (Dimou et al. 2010).
Ceresin wax domes were added to each cage for female
oviposition. Emerged adults were collectively less than
10% of the original population, which constituted the
F1 (Fig. 1). These were put in ten 30 9 30 9 30 cm3
cages under the previous conditions. Number of cages
varied in subsequent generations according to the total
number of adults, so as to maintain a density of about
250 flies per cage. Eggs collected indifferently from
diverse cages constituted the next generation. There-
fore, material from different cages was mixed and, for
any practical reasons, all cages constituted a single pop-
ulation. At generation F6, when the colony seemed
established, half of females were offered waxed cones
and half were offered domes for oviposition. As this did
not seem to affect colony survival at all, all subsequent
generations were offered waxed cones for oviposition.
This new colonized strain was named ‘Yael’.
Other biological material
Three additional laboratory strains were analysed: the
Demokritos strain (established at the Department of
Biology, ‘Demokritos’ Nuclear Research Center in
© 2013 Blackwell Verlag, GmbH2
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Athens more than 40 years ago), the Crete strain (a
Demokritos strain maintained at the Department of
Biology, University of Crete, and occasionally enriched
with wild flies from Crete) and a more recent Thessalo-
niki strain (established in the last 10 years at the
Department ofBiology of theUniversity of Thessaloniki
fromwild flies aroundChalkidiki, NorthernGreece).
Microsatellite genotyping
The Yael strain was genotyped for 10 microsatellite
loci at generations F0 (wild-type flies), F1, F2, F3, F5,
F8, F11 and F22. For all generations except F1 and
F22, 30 individuals were analysed. For F1 and F22, 17
and 22 individuals, respectively, were analysed. Flies
were stored for a short time after collection at 20°C
and transferred afterwards to 90% ethanol at room
temperature until analysis. Single-fly genomic DNA
was extracted using the Wizard Genomic DNA extrac-
tion kit (Promega, Madison, WI, USA). The 10 micro-
satellite loci used in the analysis were Boms2, 10, 18,
21, 22, 25, 29, 30, 31 and 61 (Augustinos et al. 2002,
2005). PCR conditions were maintained as described
by Augustinos et al. (2002, 2005) and Zygouridis
et al. (2009), while genotyping was performed as
described by Zygouridis et al. (2009).
Variability measures
Genetic variability was measured as the effective
number of alleles (ne) and expected heterozygosity
(He) using PopGene version 1.31 (Yeh et al. 1999).
Genetic distances were measured according to Nei
(1972) using PopGene. A UPGMA dendrogram was
constructed in PHYLIP 3.6C (Felsenstein 1994) using
allele frequencies. Concerning the robustness of the
generations’ dendrogram (Fig. 3), each node was
assessed by the bootstrap method. For this purpose,
100 pseudoreplicates were generated by random re-
sampling of the original data using SEQBOOT and
GENDIST. The new distance matrices were then sub-
jected to NEIGHBOR and CONSENSE to produce a
consensus tree. Visualization of the dendrogram was
performed using TreeView32 software (Page, 1996).
Pairwise FST values and significance values were esti-
mated using FSTAT software (Goudet 2001) (Supple-
ment Table 1).
STRUCTURE software was used to determine the
number of possible genetic clusters between genera-
tions of the Yael strain (Pritchard et al. 2000; Falush
et al. 2003). We used the no-admixture model with a
burn-in period of 100 000 and also 100 000 Markov
chain Monte Carlo (MCMC) repetitions after the ini-
tial burn-in. We ran ten repetitions (to check the con-
sistency of our results), assuming K = 1–8. We used
the no-admixture model because in a closed system of
laboratory rearing, there is practically no admixture
between two generations. Because the likelihood
curve did not provide a clear K-value (data not
shown), we estimated a modified K-value, taking also
into account the consistency of the results. On the
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Fig. 1 Fluctuation of genetic variability during
colonization. Effective number of alleles (ne, tri-
angles) and expected heterozygosity (He,
squares) lines are superimposed on the bar
graph of population fluctuation. The numbers
inside the bars indicate the number of adult
flies recovered in each generation. After F11,
the number of flies was maintained between 3
000 and 4 000 flies. Major manipulation
changes are also indicated in the light blue
boxes above the generation bars. Slanted
numbers at each triangle or square indicate ne
and He values, respectively.
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(2005), we divided the mean likelihood value of the
five runs by their standard deviation and considered
this as the modified new K-curve.
Multidimensional scaling analysis (MDS) was per-
formed using SPSS 13.0 (Chicago, IL, USA) by imput-
ing the genetic distance matrix obtained in PopGene.
Measures of positive selection
As microsatellites are not likely to be the target of nat-
ural selection, linkage to a genomic region that has
been the target of selection is expected to cause
reduction in variability below neutral expectations
(Cavalli-Sforza 1966; Lewontin and Krakauer 1973;
Schl€otterer 2002; Chen et al. 2010). The most com-
monly used test, LnRH, is based on estimates of
expected heterozygosity, He. Assuming normal
distribution of LnRH, this test assays for deviations
from neutrality and try to identify which microsatel-
lite loci are responsible for these deviations. The LnRH
test compares expected heterozygosities between
two populations expressed as the Ln ratio: Ln
½ðð1=ð1 Hpop1ÞÞ2  1Þ=ðð1=ð1 Hpop2ÞÞ2  1Þ, infer-
red for each population (Kauer et al. 2003). We made
comparisons between generations 3 and 5, and 5 and
11 of the Yael strain. We considered F3 as the starting
generation where selection forces due to domestica-
tion could be evidenced. We chose F11 and not F22 as
the final generation to avoid null values of He, which
would result in Ln being infinite. Besides, heterozy-
gosity changes between F11 and F22 were minimal.
As mentioned previously, under neutrality LnRH
has normal distribution, and therefore, following
standardization (mean = 0, SD = 1), 95% of neutral
loci are expected to have values between 1.96 and
+1.96. Any locus that deviates outside the 1.96 area
may be influenced by selection. Statistical significance
was also tested by one-way ANOVA, defining locus as
factor and the LnRH values as the dependent variable.
Differences between loci were detected by a post hoc
least significant difference (LSD) Fisher’s test. All
analyses were performed using SPSS 13.0.
POPULUS 5.4 software (www.cbs.umn.edu/
populus) was used to perform simulations to define
the action of selection onto the multi-allelic microsat-
ellite loci. This software can simulate the fluctuation
of the frequencies for the several alleles of a certain
locus, taking into account the fitness of all alleles in
all genotypic combinations, weighted by their fre-
quencies. Fitness of each genotype is estimated from
the ratio of the observed over expected genotypes, as




As shown in Fig. 1, 2581 flies were recovered in F1,
which is less than one-tenth of the original popula-
tion. A further population reduction to one-fifth of F1
was observed in F2 which, in total, constitutes about
98% reduction in the original population. The popu-
lation was stabilized in F3 and showed clear signs of
recovery from the F4 on. After F6, the population was
retained at about 3000 individuals and subsequent
laboratory manipulations (e.g. change in oviposition
material from domes to cones) did not seem to affect
its viability.
Genetic variability
Despite the dramatic drop in population size of the
initial generations during colonization of the Yael
strain (91% from F0 to F1, 80% from F1 to F2, cumu-
lative reduction of 98.2% from F0 to F2), genetic vari-
ability measures did not seem to be affected
proportionately. As shown in Fig. 1, from F0 to F1,
the effective number of alleles declined 14.3% (from
3.01 to 2.58), while the expected heterozygosity
increased 5.5% (from 0.55 to 0.58). Overall, from F0
to F22, there was a 44% reduction in effective num-
ber of alleles and a 42% reduction in expected hetero-
zygosity. However, the rate of decline of genetic
variation was not distributed equally throughout the
colonization period. During the initial period until F5,
both measures of genetic variation remained practi-
cally unaltered. This was followed by a period of a
sharp decline from F5 to F11 when 78% of alleles and
~50% of heterozygosity were lost. Finally, the differ-
ences between F11 and F22 were minimal.
Differentiation
Several tests were performed to assess the differentia-
tion that took place during the colonization process.
Pairwise FST values were estimated among all samples,
and analysis of significance indicated that except from
F0 and F1, all other samples were significantly differ-
ent (Table S1). A clearer picture of the clustering of
the different generations is reflected in the UPGMA
dendrogram in Fig. 2a, whose topology is confirmed
by high bootstrap values at the main nodes. STRUC-
TURE analysis was also performed, assuming K = 3.
The three colour code in Fig. 2b distinguishes the first
two generations (F0 and F1) from the last three analy-
sed (F8, F11 and F22), but also from the intermediate
© 2013 Blackwell Verlag, GmbH4
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ones (F2, F3 and F5). It is worth to note that F8 seems
to acquire a transition-state genetic profile between
F2–F5 and F11–F22. Furthermore, genetic differentia-
tion was evaluated through multidimensional scaling
analysis (MDS). This analysis also indicates three sam-
ple groups: first group of generations F0 and F1, a sec-
ond group of generations F2, F3 and F5 and a third
group of generations F8, F11 and F22 that present the
greatest degree of differentiation from the other two
groups (Fig. 2c).
Finally, genotypic analysis based on four of the ten
microsatellite loci (Boms10, 21, 25 and 31) was also
performed for the three additional laboratory strains
described previously: the Demokritos, Crete and Thes-
saloniki strains. These results were integrated to those
of two previous studies (Augustinos et al. 2005; Zygo-
uridis et al. 2009). Interestingly, all previously estab-
lished laboratory populations and the three last
generations analysed of the Yael strain (F8, F11 and
F22) form a distinct branch in the PopGene-produced
UPGMA dendrogram (Fig. 3). However, the long
branch lengths of this group do not necessarily indi-
cate close association between all members of the
group, rather the differentiation of the laboratory col-
onies from their respective geographic origins. None-
theless, two of the four microsatellites analysed
produce much shorter branch lengths and associate
all laboratory strains more closely (data not shown).
In any case, due to the small number of microsatellite
loci analysed, this analysis remains inconclusive and
any inferences based on that should be made with
caution.
Testing for positive selection
The presence of selection forces was tested by two
independent ways. Firstly, heterozygosity ratios
(LnRH ratios) were calculated by comparing data
between generations F3 and F5, as well as between
generations F5 and F11. In neither case, LnRH val-
ues were significantly different between loci (accord-
ing to ANOVA; P > 0.05). However, LnRH values for
locus Boms2 were marginally significantly different
(post hoc LSD Fisher’s test between Boms2 and
Boms30; P < 0.05) as a result of the decrease in het-
erozygosity at this locus (Fig. 4). This is attributed to
the fixation of the least frequent allele which rises
from 0.23 in generation F3 to 1 in F22, while the
other two alleles from frequencies 0.43 and 0.34 in
F3 disappear in F22 (Figure 8). LnRH values
between all other pairs of loci were not significantly








































Fig. 2 Differentiation during colonization. Panel A. UPGMA dendrogram constructed after 100 bootstrap resamples, based on Nei’s (1972) genetic
distances, showing the relationships among the 8 generations of the Yael strain. Bootstrap values appear at the nodes. Panel B. STRUCTURE analysis:
estimated population structure for the Yael generations based on allele frequency variation. Each individual is represented by a vertical line which is
partitioned into K = 3 coloured components. Panel C. Multidimensional scaling analysis (MDS) based on Nei’s (1972) genetic distance matrix obtained
using PopGene
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A second approach to test for selection was also
employed with the use of POPULUS 5.4. This is simu-
lation software that predicts the fluctuation of allelic
frequencies in subsequent generations based on esti-
mates of the marginal fitness of each allele at a given
initial generation. The simulated curves generated
using POPULUS were visually compared with the
observed fluctuations for each of the ten microsatellite
loci. Correlation between a simulated and an observed
curve for a certain allele is an indication that selection
forces may have shaped that curve. According to POP-
ULUS 5.4 analysis, in at least three cases (Boms2, 25
and 30), such correlation was observed. Particularly
for locus Boms2, the predicted simulated lines of all
three alleles closely follow the observed experimental
lines (Fig. 5).
Discussion
The application of an efficient SIT presupposes the
existence of a robust and vigorous mass-reared labora-
tory strain. Renewed interest in olive fly SIT has led to
efforts of generating such a robust strain, so as to
overcome part of the problems of older olive fly SIT
attempts (Economopoulos et al. 1977). Besides sev-
eral theoretical issues that arise during adaptation in
the laboratory (e.g. the relative contribution of




































Fig. 3 UPGMA dendrogram of the Yael (F0 to
F22), Demokritos, Thessaloniki and Crete labo-
ratory strains data, based on Nei’s (1978)
genetic distances, from four microsatellite
markers, integrated with twenty more Mediter-
ranean samples from Augustinos et al. (2005)
and Zygouridis et al. (2009). Abbreviations a)
of the Mediterranean countries: CY, Cyprus;
GR, Greece; IS, Israel; IT, Italy; PO, Portugal;
SP, Spain; TU, Turkey; and b) of the Mediterra-
nean samples: Gim, Gimmaraes; Arr, Arrhenys;
Mur, Murcia; Lis, Lisbon; Mad, Madrid; Far,
Farfa; Lef, Lefkada; Mal, Malandrino; Ith,.Itha-
ka; Kyt, Kythira; Cre, Crete; Ale, Alexandroupo-
lis; Man, Mani; Aid, Aidin; Pat, Patras; Kos, Kos;
Vas, Vasto; Lim, Limasol; Nic, Nicosia; Sde,











































Fig. 4 Standardized heterozygosity rations (LnRH) between genera-
tions F3 and F5 (Panel A), and F5 and F11 (Panel B). Dashed lines repre-
sent the 95% confidence interval of the standardized normal
distribution. Positive LnRH values correspond to increases in variation
through time.
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importance under the scope of the SIT, there are also
practical issues to consider. For example, given the
documented loss of variability during domestication
(Economopoulos and Loukas 1986) which accompa-
nies the loss of ‘wild’ characters (e.g. the ability of an
olive fly to oviposit on olives), how frequently should
one perform refreshments to maintain the ‘wild’ sta-
tus of the colony?
Adapting in the laboratory
Both from an operational and a genetic point of view,
the adaptation of the olive fly in the laboratory could
be divided in three periods (Fig. 1). During the initial
period (F0 to F2), a dramatic reduction in population
size took place (98.2% reduction). This was followed
by an intermediate period (F2 to F6) of adaptation in
the new conditions with relatively low population
numbers, which gave rise to a steady-state third per-
iod (F6 to F22) of higher population numbers. The
initial population reduction can also be seen in the
light of the lack of plasticity that this insect presents.
The olive fly oviposits in a single type of fruit: the
olive. In contrast, the Medfly, Ceratitis capitata, and the
oriental fruit fly, Bactrocera dorsalis, present a much
higher degree of plasticity, at least with regard to
host-choice for oviposition. This plasticity may, in
fact, allow for an easier adaptation in laboratory
conditions with modest reduction of reproduction
parameters (de Souza et al. 1988; Diamantidis et al.
2011; Xu et al. 2012). Nonetheless, despite the initial
considerable reduction in the colonizing olive fly pop-
ulation, genetic variability was not affected propor-
tionately: ne decreased by only 11.3%, whereas He
increased by 23.6% (from F0 to F3). These relatively
small changes are an indication that the colony, at
least initially, maintained its ‘wild’ character.
The genetic differentiation that took place during
the domestication of the olive fly population was fol-
lowed by a number of different tests. The three adap-
tation periods described above are also crystalized in
the UPGMA dendrogram of the 8 generations analy-
sed, or the STRUCTURE or MDS analyses. Clearly, in
all accounts, F22 is genetically different from F0.
However, this differentiation becomes evident from
F8. Partition of colour components of STRUCTURE
shows substantial contribution from the steady-state
adaptation period in the F8 sample (Fig. 2b), while
both the UPGMA and MDS analyses clearly group F8



































Fig. 5 Panel A. Allele frequency fluctuations
of Boms2 from generation F3 to F22, simu-
lated by POPULUS 5.4. Panel B. Observed
experimental allele frequency changes of
Boms2 from generation F3 to F22.
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Finally, our effort to integrate genotypic data of the
colonization process in our global population struc-
ture of the olive fly, along with some additional labo-
ratory strains, led us to a very interesting observation.
The UPGMA dendrogram produced separates all labo-
ratory colonies from their respective geographic ori-
gins (Fig. 3). Despite its indicative nature (due to the
small number of loci used in this analysis), this result
suggests that common laboratory practices select for
similar microsatellite profiles, obviously due to selec-
tion at nearby genetic loci. When we generated UP-
GMA dendrograms on each one of the four loci tested,
we were able to identify the ones that contributed
more to the grouping of the laboratory colonies, obvi-
ously as being more influenced by the selective pres-
sures at the nearby loci due to hitch-hiking effect
(data not shown).
Selection vs. drift
During domestication in laboratory conditions, both
selection and genetic drift come to play. It is always
interesting and/or important to dissect these two phe-
nomena, as they have both theoretical and practical
value. We tempted to do so for our data collected dur-
ing colonization of an olive fly population in two
independent ways: the heterozygosity-based LnRH
test and a fitness-based simulation model.
According to theory, there are situations like
genetic drift, inbreeding, sampling or migration that
would affect all genes simultaneously and to the
same average degree. Instead, selection would oper-
ate differently for each locus and each allele at a
locus. In that sense, if allele frequency profiles devi-
ate from the expectation under neutrality, it can be
indicative of positive selection (Cavalli-Sforza 1966;
Lewontin and Krakauer 1973; Maynard Smith and
Haigh 1974; Galtier et al. 2000; Schl€otterer 2002).
Most models that search for selection are based on
searching for a deviation in the allele frequency pro-
file or haplotype structure in a single population (for
review, see Akey 2009). The LnRH test statistic we
used in this analysis is based on the comparison of
the logarithm of the ratio between expected hetero-
zygocities estimated for each locus in two popula-
tions. The test searches for loci with a pattern of
variability that significantly deviates from that
expected under neutrality. Our data did not provide a
statistically significant deviation from neutral expec-
tations at any of the microsatellite loci, according to
the general ANOVA or the post hoc LSD Fisher’s test.
However, a closer look at Boms2 showed that the
LnRH of this locus is marginally significantly different
between generations F5 and F11 (LnRH = 1.961),
indicating that the region around Boms2 may, in fact,
be under selection (Fig. 4). The simulations gener-
ated by POPULUS (based on marginal fitness esti-
mated at F3) offered a clearer indication of selection
at locus Boms2 (Fig. 5). The fact, also, that starting
allelic frequencies have considerable values (0.23,
0.33 and 0.43) reduces the probability of misestimat-
ing the relative fitness and gives robustness to the
final simulation. The two approaches are not unre-
lated, however. When there are no fitness differences
among genotypes, allele and genotype frequencies
will evolve neutrally. Allele frequencies (simulated
by POPULUS) will remain constant throughout the
generations and heterozygosity differences will be
zero. Contrastingly, if selection forces are in play,
they will result in fitness differences at particular loci
(as evidenced by the lack or surplus of heterozygotes
at a certain generation), which will affect allelic fre-
quency changes during the generations (simulated in
POPULUS), as well as heterozygosity differences
between generations (evidenced by statistically signif-
icant LnRH values).
Conclusion
During colonization of the olive fly in laboratory con-
ditions, there is a clear and substantial differentiation
that takes place. However, it is after F8 that this differ-
entiation is more dramatic. Is this process reversible?
Can one hope to maintain a ‘wild’ profile by occa-
sional refreshments with wild material? Results pre-
sented in this study indicate that refreshments
performed every eight generations (i.e., about once
per year) could suffice for the maintenance of a ‘wild’
profile. Obviously, such claims require further experi-
mental verification as, for example, male mating com-
petitiveness experiments of different laboratory
generations with wild flies. In addition, refreshments
during mass rearing may not be necessary to other
insects that do not lose much of their natural vigour
in laboratory conditions (like screwworm, for
example).
Be that as it may, it is obvious that both genetic
drift and selection forces are at play during coloniza-
tion. One would like to identify microsatellite loci
that are under selection because, due to their neutral
nature, selection would act on a nearby genetic
locus. In that sense, one could tend to search in the
vicinity of a microsatellite locus to identify the gene/s
that is/are influenced by selection. Clearly, such
work necessitates the existence of well-developed
genomics tools.
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Spinosad resistance development in wild olive
fruit fly Bactrocera oleae (Diptera: Tephritidae)
populations in California
Evdoxia G Kakani,a† Nikos E Zygouridis,a† Konstantina T Tsoumani,a
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Abstract
BACKGROUND:Amongtargetpestsof the insecticidespinosad is theolive fruitfly,Bactroceraoleae (Rossi) (Diptera:Tephritidae).
In Cyprus, spinosad has been sporadically used since its registration in 2002, whereas in Greece its use has been very limited
since its registration in 2004, particularly in biological olive cultivars in Crete. By contrast, in California it has been the only
insecticide used against the olive fruit fly since its registration in 2004. This study aimed at examining the resistance status of
the olive fruit fly to spinosad.
RESULTS: Populations fromCalifornia, Greece andCyprus, plus a laboratorypopulation,were tested. Bioassayswereperformed
by oral or topical application of different concentrations of the insecticide. Cypriot populations demonstrated no resistance as
compared with that of the laboratory population. Among the Greek populations, only one from Crete demonstrated a fourfold
increase in resistance, whereas five populations from California demonstrated a 9–13-fold increase.
CONCLUSION: The observed resistance increasewas associatedwith spinosad applications in the respective areas. These values
are relatively low and do not yet pose a serious control problem in the field. However, the observed variation documents that
spinosad tolerance has increased in areas where the insecticide has beenmore extensively used.
c© 2010 Society of Chemical Industry
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1 INTRODUCTION
The olive fruit fly Bactrocera oleae (Rossi) (Diptera: Tephritidae) is
the most serious insect pest of the cultivated olive (Olea europea
L.). The insect lays its eggs in olive fruit, and the emerged larvae
feed and grow in the mesocarp of the olive. Infested olives drop
beforematuration and become unsuitable for eating (table olives)
or reduce the quality of the oil produced.1 The fly is able to
infest more than 90% of olives in untreated orchards.2 Although
there is a contemporary interest in environmentally compatible
management strategies, the control of B. oleae in the Mediter-
ranean region remains mostly based on insecticides, particularly
organophosphates (OPs).3 Recently, some pyrethroids have been
registered in Europe as bait sprays, but their use remains limited.
The extensive and long-term use of insecticides may lead to
insecticide resistance problems, especially when one chemical
class of insecticides or just one chemical is used. During the late
1960s and early 1970s, evidence emerged indicating possible de-
velopment of resistance to OPs in B. oleae.4,5 Three decades later,
mutations in the active site gorge andalso in the carboxyl-terminal
domain of acetylcholinesterase (AChE) were shown to be involved
inolive fruitfly resistancetoOPs.6–8 Recently,pyrethroid resistance
was also observed, although the mechanism of this resistance
remains tobe elucidated.9 These studies showed thatB.oleae is ca-
pable of developing resistance to the commonly used insecticides.
In recent years, spinosad has also been used against the fly in
some countries.10,11 Spinosad is a relatively new insecticide, de-
rived from the bacterium Saccharopolyspora spinosaMertz & Yao,
with efficacy against a wide range of insects, including the olive
fruit fly.12,13 It was commercially introduced in 1997 and is formu-
lated as a bait (GF-120 Naturalyte Insecticide; Dow Agrosciences,
Indianapolis, IN) for control of Ceratitis spp. and Bactrocera spp.14
Its mechanism of action appears unique, with a primary site of
attack being the nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) (but
at a different site from that of nicotine or imidacloprid), and a
secondary site of attack being GABA receptors (but a different site
from that of abamectin).15–17 Nonetheless, the precise target of
spinosad remains unclear. In Drosophila melanogaster (Meigen),
∗ Correspondence to: Kostas DMathiopoulos, Department of Biochemistry and
Biotechnology, University of Thessaly, Ploutonos 26, Larissa 41221, Greece.
E-mail: kmathiop@bio.uth.gr
† Evdoxia G Kakani and Nikos E Zygouridis contributed equally to this work.
a Department of Biochemistry andBiotechnology,University of Thessaly, Larissa,
Greece
b Agricultural Research Institute, Athalassa, Nicosia, Cyprus
c Department of Entomology, University of California, Davis, CA, USA
Pest Manag Sci 2010; 66: 447–453 www.soci.org c© 2010 Society of Chemical IndustryInstitutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




www.soci.org EG Kakani et al.
Figure 1. Geographic distribution of collection sites used in the study: (1) Sonoma 1; (2) Sonoma 2; (3) Butte; (4) Stag’s Leap; (5) Silverado; (6) Ventura;
(7) Tux; (8) Ohlone; (9) San Luis Obispo; (10) Paso Robles; (11) Solano; (12) UC Davis; (13) Livermore; (14) Hudson; (15) San Jose; (16) Davis; (17) Oroville;
(18) Chania; (19) Aghios Nicolaos; (20) Mytilini; (21) Livadia; (22) Drakia; (23) Promiri; (24) Argalasti; (25) Pafos; (26) Nicosia; (27) Mazotos; (28) Limassol; (29)
Katokopia; (30) Dromolaxia; (31) Evrychou; (32) Zygi.
a null mutation in the Dα6 subunit of the nAChR conferred
1181-fold resistance.18 However, the α6 subunit of the nAChR
does not seem to be spinosad’s target in Musca domestica (L.).
Resistance in this insect has been mapped to chromosome 1.19
Yet none of the three nAChR subunits that are predicted to be
on this chromosome (Mdα5, Mdα6 and Mdβ3) seems to have any
resistance-associated nucleotide differences between resistant
and susceptible strains.20 In western flower thrips, Frankliniella
occidentalis (Pergande), and the diamondback moth, Plutella
xylostella (L.), resistance was also attributed to a single locus.21,22
Apparently, as is typical of any insecticide used in the field,
selection pressure with spinosad inevitably leads to resistance.
However, resistance development does not occur equally rapidly
andatequallyhigh levels for every insecticideandevery insectpest
and population. In this study, spinosad resistance ofwild olive fruit
flypopulations is surveyed inplaceswhere insect control practices,
and in particular spinosad use, have been very different. In Greece
and Cyprus, intensive olive cultivation has occurred for centuries,
and more than 27 and 9.1% (respectively) of agricultural land
is covered with olive trees.23,24 There, the olive fruit fly is an
endemic species, managed mainly with the use of OPs in the last
40 years. Spinosad has been introduced in the last 5–6 years and
is only sporadically used. By contrast, in California, systematic olive
cultivation began at the end of the nineteenth century, and the
production area is only about 12 545 ha of the state’s 3.83 million
ha of cultivated cropland,25,26 although it is planted widely as a
landscape tree. There, the olive fruit fly was first detected in 1998.
The fly has now been found in all olive-growing regions27 and has
been controlled only with spinosad bait since it was registered for
use in 2002.
The authors hypothesise that the earlier and exclusive use of
spinosad in California has led to higher levels of resistance in
treated olive fruit fly populations thanwould be expected to occur
in untreated populations or in Greek and Cypriot populations
that have had relatively little spinosad exposure. This hypothesis is




A total of 32B.oleaepopulations fromvarious regions of California,
Greece and Cyprus (Fig. 1; Table 1) were assayed for resistance to
spinosad. The 17 California samples came from orchards that had
Table 1. Collection sites
California Treatmenta Greece Treatmenta
Sonoma 2b T-7 Chaniac T-5
Sonoma 1b T-6 Aghios Nicolaosc T-2
Buttec T-6 Mytilinib T-2
Stags Leapb T-6 Livadiab T-2
Silveradob T-6 Drakiab T-1
Venturac T-6 Promiric U
Tuxb T-6 Argalastib U
Ohloneb T-4
San Luis Obispob T-4 Cyprus Treatmenta
Paso Roblesb P-3 Pafosc T-1
Solanob P-2 Nicosiac U
UC Davisb P-1 Mazotosc U
Livermoreb U Limassolc U
Hudsonb U Katokopiac U
San Josec U Dromolaxiac U
Davisb U Evrychoub U
Orovilleb U Zygib U
a T: sample taken from olives treated with spinosad or from untreated
olives within 600 m of treated olives (the number after the letter
indicates the years of treatment); U: sample taken fromolives untreated
with spinosad; P: sample taken from olives previously treated with
spinosad that had not been treated in the last 1–3 years.
b Ingestion bioassay.
c Contact bioassay.
been treated for between 4 and 7 years (Sonoma 1, Sonoma 2,
Stag’s Leap, Ventura, Tux, San LuisObispo), trees that hadnotbeen
treated with spinosad but were located near orchards that had
been treated for as long as 6 years (Ohlone, Butte, Silverado), trees
that had been previously treated but not in the last 1–3 years
(Solano, Paso Robles, UC Davis) or trees that had never been
treated (Livermore, Oroville, Hudson, San Jose, Davis). Two Greek
populations were collected from organic olive orchards (Promiri
andArgalasti),while a thirdone (Drakia)was fromanearby location
that had normally been treatedwith dimethoate and only recently
had been exposed to a couple of spinosad treatments during
the last year. Two other populations from Greece were from the
island of Crete: the Aghios Nicolaos orchard had been treated
with spinosad during the last 2 years, whereas the Chania orchard
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had been systematically treated with spinosad during the last
5–6 years. The remaining Greek populations from Livadia and the
island of Mytilini had also normally been treated with dimethoate
in the past and only during the last couple of years had had
spinosad treatments. Four of the Cypriot samples came from
olive orchards treated with dimethoate bait sprays (Evrychou,
Mazotos, Limassol, Zygi), three came from trees that had not
been treated with any insecticide in the last 3 years (Nicosia,
Katokopia, Dromolaxia), while trees in Pafos had previously been
treatedwith dimethoate bait sprays andhad recently been treated
with spinosad. In addition, a laboratory population (LS), which
had not been exposed to insecticides for 40 years, was used as
the susceptible laboratory control strain. The LS was obtained
from the Department of Biology, ‘Demokritos’ Nuclear Research
Centre, Athens, Greece. In the authors’ laboratory, the stock was
maintained at 23 ◦C and 12 : 12 h light : dark photoperiod using
common rearing protocols.28,29
At each site, B. oleae infested olives were collected and
transported to the laboratory where they were put into plastic
trays containing a layer of heat-treated (100 ◦C for 1 h) sawdust
(as a larval pupation substrate) and kept at 23 ◦C and 12 : 12 h
light : dark photoperiod. The trays were inspected for pupae daily,
collected and transferred to small insect cages (8×8×8 cm). Solid
diet was provided [sugar : enzymatic yeast hydrolysate at a 3 : 1
(w/w)ratio]alongwithdistilledwater inaplasticvial, in theopening
of which there was a dental cotton swab. Four- to seven-day-old
adults were used in the bioassays, as described below.
2.2 Ingestion bioassay
A total of 20–30 adults (equivalent number of males and females)
per dose were put into small screened cages (as in Section 2.1)
and starved of food and water for 24 h. The following day, water
containing a specific dose of spinosad (as 0.2 g L−1 bait, GF-120;
Dow AgroSciences) was administered in each cage. The usual
range was between 1× and 1/256× the recommended dose, and
5–8 doses of spinosad were used for a bioassay, plus a water-only
control. The 1× dilution contained 0.24 mL L−1 GF-120. As GF-120
at the suggested 1× dose contains insect attractant, all subse-
quent dilutions were supplemented with 6% final concentration
of Entomela, an insect attractant (NG Stavrakis – ‘Phytophyl’; Lab-
oratories of Insect Attractants and Insect Traps, Shimatari Viotia,
Greece, www.phytophyl.gr). The spinosad-containing water was
removed after 24 h and replaced with sugar and water. Mortality
was determined 72 h post-treatment. Pre- and post-treatment
cages were kept at 23 ◦C and 12 : 12 h light : dark photoperiod.
2.3 Topical bioassay
Resistance was also assayed by topical application of different
doses of technical spinosad. Technical spinosad contains 88%
(w/w) of active ingredient, a mixture of spinosyns A and D. Several
doses of spinosad were prepared by serial dilution of technical
spinosad in pure acetone (AppliChem, Darmstadt, Germany), in-
cluding a blank control of acetone. The usual dose range was
between 1× and 1/120×. A 1× solution contained 240 ng techni-
cal spinosad µL−1 acetone. A total of 20–30 adults per dose were
tested. Before topical application of the insecticide, insects were
immobilised by a 5 min exposure to 4 ◦C. A quantity of 1 µL of an
insecticide dilution was applied by micropipette on the mesono-
tum of each fly. The treated adults were kept in small cages with
food and water at 23 ◦C and 12 : 12 h light : dark photoperiod, and
mortality was determined 24 h post-treatment. Fifty insects per









Laboratory strain 4.98 0.32 15.56
Ohlone 51.93 3.66 14.19
Silverado 29.61 1.82 16.27
Tux 22.47 1.43 15.71
Solano 21.92 1.38 15.88
Average 15.52
a LD50-C: lethal dose by contact bioassay; LC50-I: lethal concentration
by ingestion bioassay.
population examinedwere weighedwith an electronic balance to
allowexpressionofdoseperweightunit (i.e. ng spinosadmg−1 fly).
2.4 Statistical analysis
LD50 values and 95% confidence intervals were calculated by
probit analysis using SPSS v.13 (SPSS Inc., Chicago, IL). Differences
in LD50 values between populations were considered significant
if the 95% confidence intervals did not overlap. The χ2 criterion
was used to check heterogeneity within each population.
3 RESULTS ANDDISCUSSION
3.1 Comparison of two different insecticide resistance
bioassays
Spinosad acts as a stomach poison activated both by contact
and ingestion.14 Contact occurs either by direct application to
the insect or by movement of the insect onto a treated surface.
Ingestion occurs as insects feed on treated substrate (such as
foliage). While control via contact is highly effective, control
via ingestion is 5–10 times more effective.30 Consequently, in
order to test resistance development, spinosad should ideally be
administered orally (i.e. provided in the insect’s food or water).
An ingestion-based bioassay, however, is limited by the ability
to control the amount of food or water that each insect ingests.
On the other hand, a topical application of the insecticide, albeit
more tedious and labour intensive, ensures uniformity of the
amount of toxicant administered. However, the resistance level
after absorption through the cytoskeleton is unlikely to be the
same as if it were ingested. In fact, if spinosad’s target were
the digestive track, a higher level of observed resistance by
topical application on the mesonotum would be expected, as
the insecticide would have to be absorbed and transported there
and could be partially detoxified on its way. Is there a constant and
stable relationshipbetween the resistancevalueobtained through
topical as againstoral application? Inorder toanswer thisquestion,
theauthorsperformedbothtypesofbioassay inpopulationswhere
available insectnumberspermittedthiscomparison.Table 2shows
a fairly stable correspondence between the resulting topical and
ingestion bioassay values (average LD50-C/LC50-I ratio 15.52).
3.2 Resistancedevelopment inCyprus,GreeceandCalifornia
In order to determine the tolerance levels of natural olive fruit
fly populations to spinosad, eight insect populations from Cyprus,
seven from Greece and 17 from California were tested by topical
and ingestion bioassays. The response (LC50 or adjusted LD50
Pest Manag Sci 2010; 66: 447–453 c© 2010 Society of Chemical Industry www.interscience.wiley.com/journal/psInstitutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




www.soci.org EG Kakani et al.
Table 3. Susceptibility of field populations of Bactrocera oleae to spinosad
Locationa Approx. number of treatments N/db LC50 or adjusted LD50 (95% CI)c Slope χ2 RRd
Sonoma 1-CA 69 130/6 4.25 (3.14–5.72) a 2.22 5.06 13.28
Ohlone-CA 49e 284/6 3.66 (2.92–4.69) a 1.65 3.69 11.44
Sonoma 2-CA 60 196/5 3.42 (2.87–4.20) a 2.65 4.92 10.69
Butte-CA 69e 133/6 3.23 (2.40–4.92) a 1.77 0.42 10.09
Stag’s Leap-CA 66 156/6 2.92 (2.32–4.16) ab 2.41 3.22 9.13
Silverado-CA 66e 136/6 1.82 (1.45–2.38) ab 2.52 5.93 5.69
Ventura-CAf 43 97/5 1.76 (1.05–2.37) b 2.19 1.94 5.5
Tux-CA 34 135/7 1.43 (1.06–2.31) b 2.38 2.34 4.47
Chania-GRf 25 120/6 1.39 (1.24–1.60) b 5.58 3.39 4.34
Solano-CA 16 134/7 1.38 (1.11–1.76) b 2.75 4.07 4.31
Livermore-CA 0 135/6 1.29 (0.93–1.69) b 2.04 3.6 4.03
Hudson-CA 0 114/5 1.21 (1.00–1.46) b 4.12 2.87 3.78
Paso Robles-CA 13 116/6 1.18 (0.92–1.57) b 2.55 0.85 3.69
San Luis Obispo-CA 17 117/6 1.01 (0.74–1.4) b 1.98 3.94 3.16
Aghios Nicolaos-GRf 8 170/6 0.99 (0.85–1.18) b 3.14 1.16 3.09
Promiri-GRf 0 119/5 0.98 (0.89–1.11) b 5.72 1.31 3.06
San Jose-CAf 0 94/5 0.89 (0.75–1.05) b 2.94 3.16 2.78
Davis-CA 0 123/7 0.79 (0.47–1.10) bc 1.60 0.55 2.47
UC Davis-CA 3 147/6 0.58 (0.42–0.73) c 2.55 1.71 1.81
Oroville-CA 0 132/6 0.47 (0.39–0.58) cd 3.26 1.62 1.47
Livadia-GR 3 110/6 0.45 (0.21–0.79) cd 1.06 0.21 1.47
Nicosia-CYf 0 204/5 0.42 (0.36–0.49) cd 3.64 2.33 1.31
Pafos-CYf 3 189/5 0.41 (0.30–0.55) cd 1.69 0.53 1.28
Limassol-CYf 0 181/4 0.38 (0.33–0.44) cd 4.14 2.46 1.19
Katokopia-CYf 0 152/6 0.37 (0.29–0.48) cd 2.56 2.57 1.16
Drakia-GR 0 133/6 0.36 (0.29–0.47) cd 2.57 3.15 1.13
Mazotos-CYf 0 111/4 0.32 (0.23–0.43) cd 2.19 2.00 1.00
Argalasti-GR 0 138/7 0.30 (0.23–0.39) d 2.38 1.07 0.94
Dromolaxia-CYf 0 193/6 0.22 (0.17–0.28) de 2.24 1.09 0.69
Mytilini-GR 2 169/5 0.12 (0.08–0.18) e 1.59 0.18 0.38
Evrychou-CY 0 154/6 0.06 (0.05–0.08) e 2.03 1.49 0.19
Zygi-CY 0 132/6 0.05 (0.04–0.06) e 2.86 1.24 0.16
LS 0 116/6 0.32 (0.21–0.57) cd 1.46 3.35 1.00
a CA = California; GR = Greece; CY = Cyprus; LS = laboratory strain.
b N = number of adults assayed; d = number of doses, excluding control.
c LC50 values (ng spinosad µL−1 dilution) or adjusted LD50 values (ng spinosad insect−1, divided by a factor of 15.52), followed by the confidence
interval in parentheses. Different letters after the parentheses indicate significantly different LD50 values, as 95% CI did not overlap.
d Resistance ratio (RR) = LD50 of the tested population/LD50 of the LS.
e Treatment number is for the nearest treated olives.
f Locations assayed by topical application.
values) of B. oleae populations to spinosad are summarised
in Table 3, along with the resistance ratios (RRs) (LC50 of a
population/LC50 of the LS strain). Observed variation in LC50
values ranged from 0.05 to 4.25 ng µL−1, and resistance ratios
ranged from 0.16 to 13.28.
Noresistancewas found inthepopulationsassayedfromCyprus,
with RR values of Cypriot samples ranging from 0.19 to 1.31
(Table 3). Although spinosad (GF-120 bait) has been registered
for use since 2002, Cypriot olive growers prefer to use the OP
dimethoate because it is a much less expensive alternative.
The seven populations from Greece exhibited a greater range
of tolerances. The sample from Promiri came from olives that had
not been treated with spinosad (or any other insecticide) in the
last 5 years, and, in addition, Promiri is more than 50 km from
any other spinosad-treated areas. Therefore, the observed RR of
3.06 (Table 3) should fall within the range of natural resistance to
spinosad. The Argalasti sample came from an organic orchard that
had not been treated with any insecticides in the last 15 years.
However, heavy OP use takes place in the surrounding area (5–8
treatments per season), and flies from the Argalasti orchard are
highly OP resistant (Kakani EG, Zygouridis NE and Mathiopoulos
KD, unpublished data). Nonetheless, no spinosad use is registered
in the area. Therefore, the observed RR should also reflect the
natural range of spinosad resistance. The Drakia and Livadia
samples came from orchards that had been treated with OPs
during the last 40 years and where spinosad had been introduced
as a supportive control measure once or twice during the last
1–2 years. The Greek sample from Mytilini, instead, was from
an island in the eastern part of the Mediterranean Sea where
spinosad had been introduced as the sole control chemical for
the last 2 years. The final two samples from Aghios Nicolaos and
Chania came from the island of Crete. The sample from Aghios
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Nicolaos came from an orchard treated with spinosad for the last
2 years. Its RR of 3.09 suggests that no spinosad resistance has
developedduring the last 2 years of application. TheGreek sample
from Chania came from an orchard treated with spinosad for the
last five years. Apparently, the RR of 4.34 may reflect a slight
increase due to the 5 years of application. This sample also seems
qualitatively different from the previous ones, as the lowest point
of its 95% CI is higher than the highest point of the previous one.
Nonetheless, this picture should be compared with that of the
olive fruit fly OP resistance in Greece, where the excessive OP use
in some areas in Crete over the last 40 years has led to a 64-fold
increase in the RR level.31
Assays of the 17 California populations revealed a range of
resistance values (Table 3) that may be related to their exposure
to spinosad. These California sites fall into seven geographic
regions: Davis (Davis, Solano, UC Davis), Butte (Butte and Oroville),
Alameda (San Jose, Ohlone, Livermore), Napa (Hudson, Stag’s
Leap, Silverado), Sonoma (Sonoma 1, Sonoma 2, Tux), San Luis
Obispo (Paso Robles, San Luis Obispo) and Ventura (Ventura). The
untreatedpopulationsatDavis andOrovillehad95%CI LC50 values
overlapping that of the susceptible laboratory colony, while the
untreated populations from San Jose, Livermore and Hudson had
LC50 values exceeding that of the laboratory colony. The Davis site
is an urban landscape planting about 4 km from the UC Davis site
and about 7 km from the Solano site, which are also landscape
plantings that have been treated sporadically in the past as the
fruit is harvested and used for oil. The Oroville site is an urban
landscape planting, about 22 km from the Butte site, which in turn
is about 800 m from a large orchard that has been treated for the
previous 6 years. Migration of the olive fruit fly largely depends on
the availability of fruits and environmental conditions.32 Normally,
adults are dispersedwithin a fewhundredmetres, while in cases of
fruit scarcity they may travel several kilometres within a few days.
Highest recorded distances have been 4 km in Crete33 and 10 km
in Yugoslavia34 to seek out fruits.35 In that sense, it is likely that the
high RR value of 10.09 found at the Butte site is due to spillover
resistance from the nearby treated site, whereas the Davis and
Oroville sites have most likely remained unaffected by the distant
treated populations. In the same way, the San Jose site is about
13 km upwind from the Ohlone site, which in turn is about 200 m
from a site that has been treated for 4 years and has a high RR
value of 11.44. The Livermore site is about 20 km downwind from
the same Ohlone site. The 95% CI LC50 values of both the San
Jose and Livermore sites, which were untreated, overlapped one
another, and neither overlapped the higher value of the Ohlone
site, suggesting that spillover resistance from the nearby treated
olive trees is significant at the Ohlone site, but that high resistance
levels do not occur widely in the Alameda region. Perhaps olive
fruit fly movement in the general area might be responsible for
the somewhat elevated tolerance found at the two untreated
sites. A similar scenario might explain the pattern observed in the
Napa region. Low tolerance was observed at the Hudson site, an
untreated landscape planting on the western edge of the Napa
Valley that is several km from the nearest treated commercial olive
planting. The 95%CI LC50 values do not overlap those of the Stag’s
Leap site, a treated commercial planting on the easternmost side
of the Napa Valley with a high RR of 9.13. The olive fruit flies from
Silverado, an untreated olive planting about 600 m from the Stag’s
Leap site, had a somewhat lower RR of 5.69, but the 95% CI LC50
values of these sites overlapped one another, indicating spillover
resistance to the nearby untreated olive planting. The Paso Robles
and San Luis Obispo sites are about 28 km from one another, and
both had relatively recent treatment histories with 3 and 4 years
of spinosad treatments being applied, respectively. While the 95%
CI LC50 values of the flies at these sites exceeded that of the
laboratory colony, the RRs of 3.69 and 3.16, respectively, are only
moderately tolerant relative to other California populations. The
RR values (13.28 and 10.69) of olive fruit flies from the two Sonoma
sites exceeded those of most of the other California populations.
These treated olive plantings were across a road fromone another
in a larger area of small olive plantings that had been treated for
premium olive oil production for as long as 7 years.
These results support the hypothesis that the exclusive use
of spinosad in California has led to greater levels of resistance
in treated olive fruit fly populations, and there is evidence
to suggest that spinosad tolerance has slightly increased in
untreated populations in some regions relative to values found
in untreated populations in the Mediterranean Basin. Fourteen
of the 17 California populations assayed had 95% CI LC50
values exceeding those of the Cypriot and Greek populations.
with the exception of the spinosad-treated Chania population.
These California populations include three untreated populations
(Livermore, Hudson, San Jose) and two that had not been treated
with spinosad in the last 3 years (Solano, Paso Robles). Even
though sites with elevated spinosad resistant populations are
widespread geographically in California (the distance from the
Butte or Sonoma sites to the Ventura site is about 600 km), the
intensity of the resistance appears to be well correlated with local
history of spinosad use. Untreated landscape plantings at some
distance (several km) fromtreatedorchardshadRRvalues far lower
than those of nearby treated orchards where spillover resistance
frommovement of resistant flies appears to occur.
Supporting evidence that the selection pressure is responsible
for the differences in resistance among regions is the positive
correlation foundbetween the number of insecticidal applications
and the degree of resistance development (Fig. 2) (Pearson’s
correlation coefficient R = 0.902, n = 33, P < 0.01). Considering
a simple extrapolation of this correlation, it can be deduced that,
in a period of about 40 years of continued spinosad treatments,
the flies would acquire a ∼60-fold resistance. This is exactly the
situation observed in Greece with OP resistance development.
Indeed, more than 40 years of organophosphate applications
against the olive fruit fly has resulted in up to 64-fold increase in
resistance.31 Genetically, thishasbeentheresultof threemutations
in a single locus.7,8 Current evidence suggests that resistance
development to spinosad is also a result of mutations in a single
locus (nAChR).20–22 With regard to their general genetic make-up,
California olive fruit fly populations are not substantially different
from their Mediterranean siblings. Olive fruit flies in California
were first found near Los Angeles International Airport in October
1998,36 and were subsequently detected in all olive cultivation
areas of the state over the following 5 years.27 Apparently, they
originated fromsomeEasternMediterraneanpopulation, and their
genetic structure is quite similar to that of Cyprus,37 the area with
the lowest values of spinosad resistance. This further supports the
notion that spinosad resistance development in California is due
to selection that took place during the last 10 years of continuous
use in that part of the world.
In conclusion, while the observed resistance ratios in the
various California populations do not yet pose a management
problemof the olive fruit fly with spinosad, its continued exclusive
use could well become an issue. The California experience,
as well as some genetic similarities with organophosphate
resistance development, illustrates the evolution of spinosad
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Figure 2. Correlation between number of spinosad applications (total number of bait sprays performed in each sampling region) and resistance
development (resistance ratio).
resistance development should spinosad use becomewidespread
for controlling olive fruit fly and other tephritids. A resistance
management approachmustbe implemented inorder topreserve
susceptibility to effective and reduced-risk insecticides such as
spinosad.
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09/12/20RESEARCH ARTICLE Open AccessOlive fly transcriptomics analysis implicates
energy metabolism genes in spinosad resistance
Efthimia Sagri1, Martin Reczko2, Maria-Eleni Gregoriou1, Konstantina T Tsoumani1, Nikolaos E Zygouridis1,
Klelia D Salpea2, Frank G Zalom3, Jiannis Ragoussis2,4 and Kostas D Mathiopoulos1*Abstract
Background: The olive fly, Bactrocera oleae, is the most devastating pest of cultivated olives. Its control has been
traditionally based on insecticides, mainly organophosphates and pyrethroids. In recent years, the naturalyte
spinosad is used against the olive fly. As with other insecticides, spinosad is subject to selection pressures that have
led to resistance development. Mutations in the α6 subunit of the nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) have
been implicated in spinosad resistance in several species (e.g., Drosophila melanogaster) but excluded in others
(e.g., Musca domestica). Yet, additional mechanisms involving enhanced metabolism of detoxification enzymes
(such as P450 monooxygenases or mixed function oxidases) have also been reported. In order to clarify the spinosad
resistance mechanisms in the olive fly, we searched for mutations in the α6-subunit of the nAChR and for up-regulated
genes in the entire transcriptome of spinosad resistant olive flies.
Results: The olive fly α6-subunit of the nAChR was cloned from the laboratory sensitive strain and a spinosad selected
resistant line. The differences reflected silent nucleotide substitutions or conserved amino acid changes. Additionally,
whole transcriptome analysis was performed in the two strains in order to reveal any underlying resistance mechanisms.
Comparison of over 13,000 genes showed that in spinosad resistant flies nine genes were significantly over-expressed,
whereas ~40 were under-expressed. Further functional analyses of the nine over-expressed and eleven under-expressed
loci were performed. Four of these loci (Yolk protein 2, ATP Synthase FO subunit 6, Low affinity cationic amino acid
transporter 2 and Serine protease 6) showed consistently higher expression both in the spinosad resistant strain and in
wild flies from a resistant California population. On the other side, two storage protein genes (HexL1 and Lsp1) and two
heat-shock protein genes (Hsp70 and Hsp23) were unfailingly under-expressed in resistant flies.
Conclusion: The observed nucleotide differences in the nAChR-α6 subunit between the sensitive and spinosad resistant
olive fly strains did not advocate for the involvement of receptor mutations in spinosad resistance. Instead, the
transcriptome comparison between the two strains indicated that several immune system loci as well as elevated
energy requirements of the resistant flies might be necessary to lever the detoxification process.
Keywords: Insecticide tolerance, Spinosyns, Next generation sequencing, Expression analysisBackground
The olive fruit fly, Bactrocera oleae (Rossi) (Diptera,
Tephritidae) is the most important pest of cultivated olives.
The female insect deposits its eggs in the olive fruit meso-
carp where the developing larvae feed and grow. Further-
more, oviposition provides entry points for bacteria and
fungi, increasing the consequences of damage. As a result
olives either drop before maturity and become inedible or* Correspondence: kmathiop@bio.uth.gr
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17 04:36:17 EET - 137.108.70.7oil quality is affected [1]. More than 30% annual olive crop
losses are attributed to the olive fly [2], which accounts to
an economic impact of more than 800 million dollars [3].
During the last fifty years, the control of the fly has
been traditionally based on chemical insecticides, mainly
organophosphates (OPs) and, more recently, pyrethroids.
Apart from the harmful effects of pesticides in the envir-
onment, insecticide exposure has led to the selection of re-
sistant alleles in natural populations and the development
of widespread insecticide resistance, mainly to organo-
phosphates [4] but also to pyrethroids [5]. The mechanism
of resistance to OPs has been extensively studied and hasd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
ommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and
iginal work is properly credited. The Creative Commons Public Domain
g/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article,
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09/12/20been attributed to target site mutations in the acetylcholin-
esterase (AChE). Two of these are point mutations that
reside in the catalytic gorge of the enzyme [6] and a third
one is a small deletion located in the carboxyl-terminal of
the enzyme [7,8].
Replacement of organophosphates with other environ-
mentally friendlier products such as spinosad, has been
a trend in recent years. Spinosad belongs to the natura-
lyte class [9] and has demonstrated particular efficiency
against the Tephritid family of insects [10]. It is derived
from the bacterium Saccharopolyspora spinosa, and is
composed of a mixture of two macrocyclic lactones,
spinosyn A (50-95%) and spinosyn D (5-50%) [9]. This
insecticide acts by two main routes. Firstly, by activating
the nicotinic acetylcholine receptor, but at a different
site from that used by nicotine and imidacloprid [11],
and secondarily through the GABA receptor, but at a
distinct site from that used by abamectin [12,13]. Spinosad
may enter the organism by contact or through ingestion.
The symptoms are limp paralysis, tremors and finally in-
sect death [14].
Despite the relatively short history of spinosad in the
marketplace, spinosad-associated resistance has been re-
ported in many insects [15]. The first reports of spinosad
resistance in the field were for the beet armyworm, Spo-
doptera exigua [16,17]. Spinosad resistance has also been
reported in several other species, such as the melon fly,
Bactrocera cucurbitae [18], the Colorado potato beetle,
Leptinotarsa decemlineata [19], the housefly, Musca
domestica [20] and the tobacco budworm, Heliothis vir-
escens [21]. The molecular mechanism of resistance to
spinosad has not been fully clarified. There is evidence
that resistance is a result of either enhanced metabolism
of detoxification enzymes or a consequence of changes
in a target site. The most noticeable target site of spino-
sad resistance is the nicotinic acetylcholine receptor
(nAChR). In the case of Drosophila melanogaster, muta-
tions in the α6 subunit of the nAChR (Dα6) confer high-
fold resistance to spinosad, clearly implicating the Dα6
subunit in resistance [22,23]. The α6 subunit of nAChR
has been associated in spinosad resistance in other in-
sects as well. For example, mis-spliced or truncated
nAChR-α6 transcripts in the diamondback moth, Plu-
tella xylostella [24,25], truncated Bdα6 transcripts of
Bactrocera dorsalis [26], or a point mutation (G275E) in
the transmembrane domain of the nAChR-α6 subunit in
the western flower thrips, Frankliniella occidentalis [27],
all confer high levels of resistance to spinosad. In con-
trast, spinosad resistance in Musca domestica does not
seem to be related with the α6 subunit of nAChR. In-
stead, it correlates with a recessive factor on chromo-
some I [20], rather than the three nicotinic acetylcholine
subunits (α5, α6, β3) that reside on the same chromo-
some [28].al Repository - Library & Information Centre - University of Th
17 04:36:17 EET - 137.108.70.7In other cases, however, enhanced metabolism of de-
toxification enzymes have been implicated in spinosad
resistance. For example, the microsomal-O-demethylase
as well as monooxygenases were shown to be involved
in resistance in Spodoptera exigua from China [29], an
increase in cytochrome P450 monooxygenase was asso-
ciated in cotton bollworm, Helicoverpa armigera [30],
while enhanced activity of detoxifying mixed-function
oxidases were connected with resistance in the Chilean
populations of Tuta absoluta [31].
Until now, the most frequently used approach for iso-
lating genes from an organism with few genetic and
molecular tools was through PCR amplification with
heterologous primers of the respective genes of closely re-
lated species. This approach, however, is greatly biased
and excludes the possibility of identifying either genes that
do not have homology in other organisms, or loci respon-
sible for mechanisms that have not been studied in relative
species. A transcriptomics approach, instead, may assess
the differences of all expressed genes at the same time be-
tween sensitive and resistant individuals, without any pre-
conceived ideas about specific genes, and thus reveal novel
mechanisms that might be involved in resistance.
In the present study, we determined the sequence of
the α6 subunit of nAChR of both a sensitive and a spi-
nosad resistant olive fly strain, in order to explore pos-
sible presence of resistance mutations. In addition, we
compared the entire transcriptomes of these two strains,
in search of unknown loci that might be involved in spi-
nosad resistance. Differential expression observed in sev-
eral genes was validated both in laboratory colonies and
field collected flies.
Results
Cloning of the B. oleae nAChR subunit α6 gene
A total of 2,367 bp of the Bactrocera oleae nAChR α6 sub-
unit (Boα6) cDNA sequence was obtained from a suscep-
tible laboratory (LAB) and a spinosad-selected (SPIN)
strain. Initially, the B. dorsalis-based primers Bdα6F and
Bdα6R amplified a partial ~1,800 bp coding fragment
and subsequent 5′- and 3′-RACE reactions unraveled a
5′-UTR region of 300 bp upstream the start codon and a
3′-UTR of 600 bp that ended in a poly-A tail.
The beginning of the coding sequence was determined
by the presence of a methionine residue at the expected
place, as compared with known sequences from Drosophila
melanogaster and Bactrocera dorsalis. Upstream of that
residue there was no significant ORF. The next down-
stream Met residue was after 467 bp that would result
in a substantially truncated product. An open reading
frame of 1,467 bp encodes a putative 489 amino acid pro-
tein. The putative protein has 97% identity to the reciprocal
B. dorsalis (AFN88980.1) protein. The Boα6 has all typical
nAChR α subunit characteristics (Figure 1). The matureessaly
Figure 1 Basic characteristics of the Bactrocera oleae nAChR α6 subunit. N-terminal site is presented in dashed line and it is consisted of 20
amino acids. There are four transmembrane domains (TM1-4) (bold italic letters) and three glycosylation sites (blue boxes). The YxCC motif of
alpha subunits is shown in orange box and the Cystein residues in green ovals. Six ligand binding loops are underlined. The three mutations are
indicated by vertical arrows.
Table 1 Sequencing and assembly statistics
Sequencing and assembly summary
Total number of paired-end reads 122,623,894
Total number of bases 10,423,030,990
LAB sample number of paired-end reads 26,713,286
number of bases 2,270,629,310
SPIN sample number of paired-end reads 36,252,803
number of bases 3,081,488,255
FEMALE sample number of paired-end reads 36,962,061
number of bases 3,141,775,185
MALE sample number of paired-end reads 22,695,744
number of bases 1,929,138,240
Large contigs (≥500 bp)
Number of contigs 1,573
Number of bases 1,035,345
Average contig size 658
N50* 633
Largest contig size 2,301
All contigs (≥100 bp)
Number of contigs 69,359
Number of bases 12,709,410
*Contig length, where all contigs of that length or longer sum up to at least
half of the total of the lengths of all contigs.
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09/12/20protein has a calculated molecular weight of 55.57 kDa
and an isoelectric point of 4.49. It has all the characteristics
of neurotransmitter-gated ion channels, with a signature of
two cysteines separated by 13 amino acids [32] and four
hydrophobic transmembrane domains (TM1-4) of con-
served nAChR [33]. The Boα6 protein also possesses six
loops and the alpha subunit character of YxCC motif [34].
Alignment of the two cDNA sequences obtained from
the LAB and SPIN strains showed 13 point mutations
(Additional file 1: Table S1). Ten of them were silent
substitutions, while the remaining three led to homolo-
gous missense alterations: an Alanine (A) to Glycine (G)
substitution at position 142 and two Lysine (K) to Arginine
(R) substitutions at positions 145 and 149. The mutations
are located in the N-terminal site and cause no changes on
chain polarity or charge. In fact, the protein structure pre-
diction server [35] indicated that the molecular structure
of the receptor between the sensitive and the resistant
strains remained unaffected. It is also known that nAChR
α6 transcript undergoes RNA editing [36-38], although this
process has not thus far been related to spinosad resist-
ance. None of the 13 point mutations of Boα6 coincided
with the recognized RNA editing sites of Drosophila mela-
nogaster or Bombyx mori.
Solid ABI sequencing and reads assembly
In order to explore possible mechanisms and pathways
involved in spinosad resistance in Bactrocera oleae, the
entire transcriptomes of the LAB and SPIN strains
were compared. For transcriptome assembly, four li-
braries were sequenced and used. The sample names
for the libraries are LAB, SPIN, MALE and FEMALE.
Each library was sequenced with paired-end sequences,
where each sequence pair consists of a 35 nt and a
50 nt fragment with a variable length insert between
these fragments. Sequencing obtained a total of
122,623,894 read pairs. The reads of the libraries wereal Repository - Library & Information Centre - University of Th
17 04:36:17 EET - 137.108.70.7pooled to construct a reference transcriptome assem-
bly of 69,359 contigs using the SOAPdenovo assembler
[39] (Table 1).
Sequence annotation
Annotation of the assembled sequences was obtained by
aligning the 69,359 assembled B. oleae sequences against
the NCBI non-redundant (Nr) protein database using
blastx and collecting the annotations with the BLAS-
T2GO tool [40]. Using an E-value threshold of ≤1e−6,essaly
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species in these alignments are diptera. Of the 69,359 con-
tigs, 23,042 (33.22%) have almost exact hits in the B. oleae
transcriptome of Pavlidi et al. [41] (E-value ≤1e−6).
Only synonymous SNPs in detox genes
The presence of significant SNPs or truncations in
known detoxification loci was assayed in the SPIN tran-
scriptome. One hundred and fifty five genes involved in
detoxification were analyzed. SNP calling was performed
with the mpileup tool [42]. There are 9 SNPs in the sen-
sitive strain (LAB) that are not in the resistant strain
(SPIN), of which only 2 have more than 10 reads and were
found to be synonymous. There are 19 SNPs in SPIN that
are not in the LAB, of which only 2 have more than 10
reads and were found to be synonymous.
Differentially expressed genes
The Cuffdiff [43] tool was used in order to reveal the
differentially expressed genes between the spinosad re-
sistant and the laboratory flies, a stringent cutoff (p value
adjusted for multiple testing, called q value <0.05) was used.
This resulted in 46 differentially expressed transcripts in
the LAB vs. SPIN strain comparison.Figure 2 Functional annotation of differentially expressed genes. Gen
change), as resulted from the RNA-seq analysis, is shown at the left part of
the ontologies: Biological Process (BP), Molecular Function (MF), and Interp
crimson red are the up-regulated genes. The non-statistically significantly u
color. In green are the down-regulated genes.
al Repository - Library & Information Centre - University of Th
17 04:36:17 EET - 137.108.70.7Twelve of these transcripts were up-regulated in SPIN
resistant B. oleae flies than in sensitive (LAB) strain.
More careful analysis revealed that three of these tran-
scripts coincided with others and, therefore, nine distinct
genes of the initial set of twelve were chosen for further
functional analysis by quantitative real time PCR. These
genes are listed in Figure 2 and Additional file 1: Table
S2. Additionally, Cytochrome P450 6α23-like gene, a
gene belonging in a group of known detoxification genes
often involved in insecticide resistance, was considered.
This gene was highly over-expressed, albeit not statistically
significantly, falling below the stated criteria (p value =
0.000388, q value = 0.11).
An M-A plot was also constructed for comparison of the
genes for resistant vs sensitive strain with q value < 0.05. In
Figure 3 the 12 up-regulated and 40 down-regulated genes
in the resistant strain are depicted in red.
Finally, functional annotation was made for the assem-
bled sequences of the significantly differential up- and
down-regulated genes mentioned in Additional file 1:
Table S2, based on gene ontology (GO) categorization
obtained using BLAST2GO. The GO analysis performed
for two main categories, molecular function and biological
process, is shown in Figure 2.e expression levels of the differentially expressed genes (Log2, fold
the Figure. Gene Ontology (GO) classification of the same genes for
ro (IP) protein domains, are listed at the right part of the Figure. In
p-regulated Cytochrome P450 6a23-like (Cyp6α23) is shown in lighter
essaly
Figure 3 M-A plot of the differential expression between sensitive and resistant flies. The red color spots are the statistical significant
differentially expressed genes with q-value < 0.05.
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in spinosad resistance
In order to find the most suitable reference gene for the
functional analyses of gene expression in the B. oleae
head tissue, nine candidate genes were tested with
NormFinder [44] and Bestkeeper [45] analysis. The
nine genes were: RPL19 (ribosome protein L19), tbp
(TATA-binding protein), ubx (ultrabithorax), GAPDH
(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenease), α-TUB
(α-tubulin), β-TUB (β-tubulin), 14-3-3zeta, RPE (RNA
polymerase II) and actin3. Normfinder analysis showed
that the best housekeeping gene is the 14-3-3 zeta with
stability value 0.027 and the best combination of two
genes is tbp and 14-3-3 zeta with a stability value 0.031.
From most stable (lowest stability value) to least stable
(highest stability value) the candidate reference genes
are ranged as: 14-3-3 zeta < ubx < tbp < β-TUB < GAPDH
< actin3 <RPE <RPL19 < α-TUB. These results were also
confirmed by the Bestkeeper software since standard
deviation and coefficient of variance values of 14-3-3 zeta
and tbp fell within the accepted range.
Functional analysis of all significantly over- or under-
expressed aforementioned genetic loci was performed in
conjunction with the best combination of the two house-
keeping genes (tbp and 14-3-3 zeta). Separately, the ex-
pression of all the target genes was calculated by
normalization with tbp and 14-3-3 zeta. The final ex-
pression value for each target gene was calculated as theal Repository - Library & Information Centre - University of Th
17 04:36:17 EET - 137.108.70.7geometric mean of its relative expression to the two
housekeeping genes. Geometric mean values, range and
standard error of expression are shown in Additional file 1:
Table S3. More specifically.
Up-regulated genes
Yolk protein 2 gene (Yp2) showed no relative expression
in the sensitive flies (LAB, w-GR), while the expression
in the resistant flies varied between 0.0075-5.656 and
3.265-17.178 fold for the SPIN and the w-CAL, respect-
ively. As expected, the higher expression of spinosad re-
sistance is observed only in female individuals, as Yp2
is not expressed in males (Figures 4A and 5). Likewise,
the relative expression of ATP synthase FO subunit 6 in the
sensitive flies of LAB and w-GR is approximately at the
same range, nearby zero. The expression values in the two
resistant groups (w-CAL, SPIN) were higher (Figure 4B),
while a single male individual of the SPIN strain presented
a remarkably high expression value (12.124-fold). Expres-
sion of Low affinity cationic amino acid transporter 2 was
0.399-fold and 0.328-fold in w-GR and LAB, respectively,
while expression in the resistant group was significantly
elevated, 2.222-fold and 1.428-fold for w-CAL and SPIN
(Figure 4C). Serine Protease 6 (SP6) was also significantly
over-expressed in SPIN (2.763-fold) compared to the LAB
(0.016-fold), while the expression of the wild flies was rela-
tively low (0.838-fold for w-GR and 0.519-fold for w-CAL)
(Figure 4D). The expression of 4-nitrophenylphosphataseessaly
Figure 4 (See legend on next page.)
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Figure 4 Relative expression profiles of genes potentially associated with spinosad resistance. The red color bars represent the up-regulated
genes, Yolk protein 2 (Yp2, Panel A), ATP synthase FO subunit 6 (ATP synthase, Panel B), Low affinity cationic amino acid transporter 2 (CAT-2, Panel C), Serine
protease 6 (SP6, Panel D), 4-nitrophenylphophatase (pNPPase, Panel E), Salivary Cys-rich secreted peptide-vWF (SalCys, Panel F), Cytochrome P450 6a23-like
(Cyp6α23, Panel G) and Antigen 5 precursor (Ant5, Panel H), for the mean of three male and three female individual flies, after functional analysis by
qRT-PCR. Only for the Yolk protein the evaluation was based on female expression, since males show zero expression values. The green color bars
represent the down-regulated genes Heat-shock protein 70 (Hsp70, Panel I), Heat-shock protein 23 (Hsp23, Panel J), Larval serum protein 1 (LSP1, Panel K),
Hexamerin L1 (HexL1, Panel L), Chitinase 5 (Cht5, Panel M), Oxidase/peroxidase (oxidase, Panel N), Macrophage mannose receptor 1 (mmr1, Panel O), Cell
division cycle-associated protein 7 (Cdc, Panel P), for the mean of three male and three female individual flies, after functional analysis by qRT-PCR. The five
RNA viral genes are not included. Standard error is also depicted in the bars. Small letters next to the error bars indicate significantly different mean
values estimated by pairwise comparisons (either Tukey’s or Kruskal-Wallis tests). All comparisons were performed on Ln transformed data except for
macrophage mannose receptor 1.
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pared to LAB (2.937 vs 0.064), while that of w-GR was
intermediate (2.016) but not significantly different from
w-CAL (Figure 4E). The same pattern holds true for Saliv-
ary Cys-rich secreted peptide (vWF domain) and antigen 5Figure 5 Relative expression of Cyp6α23 and Yolk protein in individua
(Panel B) gene loci in the heads of individual olive flies of the w-GR (brow
bars) populations after functional analysis by qRT-PCR.
al Repository - Library & Information Centre - University of Th
17 04:36:17 EET - 137.108.70.7precursor (Figures 4F and 4H). Finally, for cytochrome
P450 6a23-like (Cyp6α23) while the expression of SPIN
was higher than LAB (0.179 vs 0.019) and w-CAL was
higher than w-GR (1.762 vs 1.083), the differences were
not statistically significant (Figure 4G).l flies. Relative expression of Cyp6α23 (Panel A) and Yolk protein 2
n color bars), LAB (blue bars), w-CAL (orange bars) and SPIN (green
essaly




Functional analysis for the down-regulated genes was
performed for LAB, w-GR and w-CAL populations since
our SPIN colony was no longer available. Relative expres-
sion of both Hsp genes was not significantly different in
the various groups of flies. Hsp70 expression was 1.082-,
2.236- and 0.337-fold for w-GR, LAB and w-CAL, re-
spectively, while Hsp23 expression was 0.095-, 0.149- and
0.034-fold (Figure 4I and 4J). Larval serum protein 1
(Lsp1), on the other hand, was significantly under-
expressed in w-CAL flies as compared to both w-GR and
LAB (0.012 vs 0.937 and 0.203) (Figure 4K). Similarly,
Hexamerin L1 showed higher expression in the sensitive
flies (LAB: 0.713, w-GR: 0.17), while for the resistant w-
CAL the expression range was 0.001 (Figure 4L). Under-
expression was even more pronounced in the chitinase 5
locus of the resistant w-CAL (0.002) compared to both w-
GR (0.197) and LAB (0.545) (Figure 4M). The expression
pattern of oxidase/peroxidase did not confirm the RNA-
seq results, since expression of the resistant w-CAL was
higher than that observed in the sensitive w-GR and LAB
(6.148 vs 1.129 and 0.685) (Figure 4N). The same reverse
pattern was observed for Macrophage mannose receptor 1
(MMR) (5.856 vs 0.196 and 0.776) and cell division
cycle associated protein7 (Cdc) (1.585 vs 0.784 and 0.0102)
(Figures 4O and P).
Discussion
Spinosad is a relatively new and very promising insecti-
cide used against a variety of insect pests. As is the case
with any other chemical, resistance has already devel-
oped in several natural and greenhouse populations of
insects. In several cases of resistance, mutations in the
α6 subunit of the nAChR were shown to be responsible,
while in others this locus was shown to not be involved.
Yet, general detoxifying systems have also been impli-
cated. In order to understand the mechanism of spino-
sad resistance in the olive fly, we both looked for
mutations in the Boα6 nAChR as well as searched the
entire transcriptome for potential new loci involved in
resistance.
Firstly, the Boα6 cDNA from the olive fly Bactrocera
oleae was identified and characterized. The deduced
amino acid sequence presented very high similarity with
α6 subunits of other diptera and retained typical subunit
characteristics with the nAChR homologs. Comparison
of the Boα6 between the laboratory sensitive (LAB) and
spinosad-resistant (SPIN) strains yielded three homolo-
gous amino acid substitutions. This fact most likely ex-
cludes the involvement of Boα6 nAChR in resistance, at
least under the conditions of the experiment. Indeed, it
should be pointed out that all published reports that
implicate α6 nAChR subunit in spinosad resistance,
the resistance level of the organism is considerablyal Repository - Library & Information Centre - University of Th
17 04:36:17 EET - 137.108.70.7high: ~1200-fold in D. melanogaster [22], >2000-fold in
B. dorsalis [26], >350,000-fold in F. occidentalis [27],
1070-fold in H. virescens [21], 18,600-fold in P. xylostella
[24,25]. On the contrary, lower levels of resistance are as-
sociated with mechanisms that do not involve target site
resistance but, rather, more generalized detoxification
systems. This is the case, for example, of M. domestica
(~150-fold; [20]), H. armigera (20-fold; [30]), S. exigua
(~350-fold; [29]), T. absoluta (1.8 to 4.6-fold; [31]) and
B. oleae (~35-fold; this study).
Secondly, in our efforts to shed light on other possible
mechanisms of resistance, we compared the entire tran-
scriptomes of a laboratory sensitive (LAB) and a spino-
sad resistant (SPIN) strain through RNAseq. During the
course of our study, Pavlidi and co-workers produced
a basic transcriptome dataset for B. oleae using 454
pyrosequencing [41]. Due to the different sequencing
technology used in the present study, our reference tran-
scriptome has fewer long contigs but a significantly higher
number of total contigs and contigs with alignments
(Table 1), which is more relevant for the purpose of de-
tecting differentially expressed genes. Our comparative
LAB vs SPIN analysis yielded several over- and under-
expressed loci that are discussed below. Two caveats
should be added at this point. Firstly, since LAB and SPIN
transcriptomes were sequenced only once, we ought to
validate the observed differences through qRT-PCR in
multiple samples. In order to ascertain that the observed
differences reflected differences that would hold true not
only under laboratory but also under natural conditions,
we decided to extend our validation experiments in nat-
ural spinosad-sensitive and spinosad-resistant populations.
As such, wild flies were collected from a presumably un-
treated orchard in the surroundings of the city of Volos
(Greece) (w-GR), where there is no documented use of
spinosad and from a site in Sonoma County in California
(w-CAL) with the highest documented naturally observed
spinosad-resistance ratio (see Methods). However, resist-
ance bioassays showed that while the resistance ratio (RR)
of the SPIN strain was ~35, w-CAL and w-GR had RRs
12.96 and 3.14, respectively. Therefore, w-GR cannot be
considered as a source of truly spinosad sensitive flies. In-
deed, the expression of various genes was shown to be
intermediate between LAB and SPIN values. Secondly, the
presence of different resistance mechanisms in the labora-
tory or naturally selected flies cannot be excluded. While
this is plausible, we doubt it for three main reasons: One,
the genetic background of the SPIN strain and the w-CAL
is similar since the SPIN strain was enriched by w-CAL;
two, the selective force used in the laboratory was the
same as the one used in California (i.e., spinosad);
and, three, the difference between w-CAL RR and SPIN
RR (~13 vs ~35) is not that large to indicate the presence
of a different mechanism. As stated earlier, usually highessaly
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lower RR levels are associated with more generalized
detox mechanisms. Be that as it may, and even if more
resistance mechanisms are at play, our analysis should
point towards their underlying common ground. And
since spinosad selection is common between SPIN and w-
CAL flies, any transcriptome differences with LAB (and
partly w-GR) should indicate events involved in spinosad
resistance.
Potential interactions between the up- and down-regulated
genes were examined through STRING (Search Tool for
the Retrieval of Interacting Genes). STRING makes avail-
able precomputed results in predicted functional linkagesFigure 6 STRING analysis. The network displays the predictions of protein
plus those from the literature of the selected gene list of up-regulated as wel
following genes: CAT-2 (CG5535), Serine protease 6 (CG2071), Yolk protein 2 (Yp
(CG9134), Cytochrome P450 6a23-like (Cyp6a23, CG10242), vWF domain (CG326
protein interactions. The ATP synthase gene (CG8189) and the Hsps were withd
uninterpretable. Interestingly, the gene Ag5r2 (Antigen 5) even if it was also ab
supporting our hypothesis of interacting pathways. STRING Version 9.O was u
evidence used in predicting the associations1. Up-regulated genes are indicat
line indicates the presence of fusion evidence; a green line - neighborhood e
evidence; a yellow line - textmining evidence; a light blue line - database evid
al Repository - Library & Information Centre - University of Th
17 04:36:17 EET - 137.108.70.7among proteins by comparative genomics and text-mining
[46]. STRING analysis using the MCL clustering algo-
rithm yielded several links between the examined differen-
tially expressed genes (Figure 6). The generated network
supports the hypothesis of non-randomness in the results
and rather reflects a regulation feature by both activator
genes (the up-regulated expression) and maybe also repres-
sor genes (down-regulated expression). However, for the
characterization of the transcriptional regulatory network
and the understanding of these genes dynamic associ-
ation and their possible involvement in insecticide re-
sistance, we should first consider their function and their
well-documented role.interaction and association with experimentally determined interactions
l as down-regulated gene-products. The input gene list included the
2, CG2979), pNPPase (CG5567), Lsp1 (CG6821), oxidase (CG10211), MMR
67) and chitinase (CG9307). Network was enlarged based on Drosophila
rawn from the list, because the resulting network was very dense and
sent from the input list, it appears to be correlated with the other genes,
sed for this analysis. Different colored edges indicate the types of
ed by red arrows, whereas down-regulated ones by green arrows. 1A red
vidence; a blue line - coocurrence evidence; a purple line - experimental
ence; a black line - coexpression evidence.
essaly
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ATP synthase is an important enzyme that provides en-
ergy for the cell to use through the synthesis of ATP. Lo-
cated within the mitochondria, ATP synthase consists of
2 regions: the FO portion is embedded in the mitochon-
drial membrane and functions as a proton pore; and the
F1 portion is inside the matrix of the mitochondria and is
associated with the ATP synthase activity. Through differ-
ential proteome analysis and enzyme activity assays, in-
creased expression of ATP synthase was found in the
midgut of pyrethroid resistant populations of Helicoverpa
armigera [47]. Since more energy related proteins (such as
vacuolar-type ATPase A/B and arginine kinase) were up-
regulated, the authors suggested that increased energy me-
tabolism may be a general prerequisite for compensating
the costs of energy-consuming detoxification processes. As
a matter of fact, inhibitors of mitochondrial ATP synthase,
such as Diafenthiuron, are known insecticides for aphids,
whiteflies and hoppers [48]. Significantly elevated levels of
ATP synthase FO subunit 6 were observed in SPIN flies as
compared with LAB and w-GR, while w-CAL levels were
intermediate (Figure 4B). This constitutes an indication of
elevated energy requirements of the resistant flies so as to
lever the detoxification process.
The Low affinity cationic amino acid transporter-2 (CAT-2)
belongs to a large group of solute carrier proteins, a group
of over 300 membrane transport proteins organized into
52 families [49]. These transporters utilize the energy of
ATP hydrolysis to transport various substrates across
cellular membranes. Several functions are controlled
such as protein synthesis, hormone metabolism, catalytic
functions, nerve transmission, regulation of cell growth,
production of metabolic energy, synthesis of purines and
pyrimidines, nitrogen metabolism and biosynthesis of
urea. In addition, in the mammalian cells, the uptake of
amino acids is mediated by energy-dependent and passive
transporters with overlapping substrate specificities. Most
energy-dependent transporters are grouped either to the
co-transport of Na+ or Cl− or to the counter-transport of
K+. As reported for system y+, the CAT proteins catalyze
the Na+-independent uptake of arginine, lysine and orni-
thine and the Na+-dependent uptake of some neutral
amino acids [50]. Both SPIN and w-CAL olive flies
showed significantly higher CAT-2 levels compared to
LAB and w-GR (Figure 4C). While there are no data in
the literature suggesting that CAT-2 may be involved in
transport or extrusion of spinosad from the cell, we think
that the up-regulation of this locus is related with the
up-regulation of ATP synthase and reflects the increased
energy and metabolic needs of the resistant flies.
Egg and larval development proteins
Vitellogenins (Vgs) are precursors of the major egg
storage protein, vitellin, in many oviparous animals. Inal Repository - Library & Information Centre - University of Th
17 04:36:17 EET - 137.108.70.7higher Diptera, Vgs are called Yolk proteins (Yps) and
are produced by both the fat body and the ovary in the
majority of the species. Three main factors regulate vi-
tellogenesis in D. melanogaster: a brain factor, an ovarian
factor that stimulates fat bodies Yp synthesis (further
recognized as ecdysone) and a thoracic factor (Juvenile
Hormone, JH) involved in the Yp uptake by ovaries. JH
regulates the Yp synthesis and uptake, while ecdysone is
involved only in Yp synthesis [51,52]. In Culex mosquitoes
the head factor is released 4–8 minutes after the beginning
of feeding [53]. The vitellogenic phase is initiated after
feeding on non-autogenous species or after the adult
emergence of autogenous species, when the corpora
cardiaca stimulating factor (CCSF) is released from the
ovary [54,55]. Insect Vgs are synthesized in the fat body in
a process that involves substantial structural modifica-
tions (e.g., glycosylation, lipidation, phosphorylation,
de-phosphorylation, proteolytic cleavage, etc.) of the
nascent protein prior to its secretion and transport to
the ovaries (for a review see [56,57]). 4-nitro-phenyl-
phosphatase (pNPPase) catalyzes the hydrolysis of nitro-
phenyl phosphates to nitrophenols. At acid pH it is prob-
ably acid phosphatase; at alkaline pH it is probably
alkaline phosphatase. In the kissing bug Rhodnius pro-
lixus, acid phosphatase activation follows oocyte
fertilization and pNPPase seems to be involved in vitellin
dephosphorylation [58]. Taken together, pNPPase should
follow elevated levels in Yp expression since it is involved
in its modification during transport to the ovaries
(Figure 4E). In the case of spinosad resistant flies, the ele-
vated levels of Yp2 and, to a lesser extent of pNPPase, ob-
served in the resistant flies is most likely related to events
taking place in the fat body surrounding the heads of the
insects rather than their brain and probably associated
with feeding rather than processes associated to egg
development. Furthermore, it has been reported that there
is a physiological link between vitellogenin activity, oxida-
tive damage and mortality, suggesting an antioxidant role
of vitellogenin. RNAi experiments in bees demonstrated
that vitellogenin expression was linked to the bees’ level of
resistance to oxidative stress [59]. In the same study, excess
mortality of vg− bees was shown to be linked to cellular
damage that included a severe oxidative insult to the fat
body, after exposure to paraquat. Τhis elevated expression
of Yp2 gene in spinosad-resistant flies is somewhat analo-
gous to the observance of persistent production of a
vitellogenin-like protein in insecticide-resistant mosquito-
fish Gambusia affinis. Normally, in the mosquitofish Vg is
produced during reproductive season. However, insecticide-
resistant mosquitofish produce a vitellogenin-like protein
year around [60]. The authors suggest that xenobiotics may
induce the formation of a vitellogenin-like protein in order
to bind and transport insecticides. Finally, we questioned
whether the observed up-regulation is female-specific only.essaly
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three male flies of SPIN, w-CAL, LAB and w-GR showed
elevated Yp expression in female SPIN and w-CAL heads
only (Figure 5). Interestingly, the within population variabil-
ity was very high. While values for w-GR and LAB were
close to zero (0.0016-0.0548 and 0.00036-0.00079, respec-
tively), values for w-CAL ranged from 3.265 to 17.178 and
for SPIN 0.0075 to 5.656. Considering that all SPIN flies fed
on constant spinosad diet, the low Yp expression observed
in a SPIN female (0.0075) suggests that high Yp2 expression
may be protective but not necessary for spinosad resistance
in female flies.
By contrast, two storage proteins, hexamerin larval pro-
tein 1 (HexL1) and larval serum protein 1 (Lsp1), showed
a tendency of down-regulation. In holometabolous insects,
which go through distinct stages, essential nutrients ob-
tained in one stage but required in another are seques-
tered in storage proteins and carried across stages until
they are utilized. In that sense, if an insect does not feed
or restricts its diet during a specialized stage, its activities
should be supported by nutrient intake during a previous
feeding stage. Egg development in mosquitoes, for ex-
ample, heavily depends on a protein-rich blood feed.
Nectar feeders, on the other hand, should obtain most
protein destined for eggs during the larval stage and
stored until synthesis of yolk proteins. This storage takes
place through various structurally similar hexamerins (for
a review, see [61-63]). Storage proteins are not only pro-
duced during larval development. Adult females of the
diamondback moth, Plutella xylostella, synthesize hexam-
erins within hours post eclosion to resequester amino
acids that have been utilized until then [64]. Hexamerins
are also implicated in JH regulation. In termites, hexamer-
ins are involved in nutrient storage and nutritional signal-
ing and are also known to bind JH [65]. It is thought that
by binding to it hexamerins sequester JH, thus preventing
it from eliciting downstream effects on developmental
gene expression [66]. Indeed, RNAi-based hexamerin si-
lencing affected 15 out of 17 morphogenesis-associated
genes that are members of a JH-responsive genomic net-
work [67].
So, why are storage protein transcripts down-regulated
in spinosad resistant flies? It is plausible that the resist-
ant w-CAL flies (and to a lesser extent the less resistant
w-GR flies) have developed the ability to store sufficient
amounts of the necessary amino acids for their adult
lives during their larval stages and to not require add-
itional replenishments during adulthood. Such nutrient
availability may be necessary for overcoming the ele-
vated demands in energy and metabolism in the ‘toxic’
environment of the resistant flies. Instead, under ‘normal’
conditions, when the flies have the luxury of acquiring
and store amino acids later in their adult lives, they can
activate their storage proteins after a meal. In order toal Repository - Library & Information Centre - University of Th
17 04:36:17 EET - 137.108.70.7prove this claim, however, further detailed experiments
should be performed to assess the expression of storage
and related genes during the larval, pupal and adult stages,
under different nutritional conditions.
Immunity, detoxification and stress related loci
Six genes that fall in this category have raised our interest.
Serine protease 6 (SP6). While the role of other detoxi-
fication enzymes in insecticide resistance is well under-
stood, the involvement of proteases/serine proteases is
not. Proteases are involved in protein digestion outside
the cells and also in the expression and regulation of cel-
lular proteins [68]. Cellular proteases function to create
biologically active molecules or destroy biologically ac-
tive proteins and peptides [69,70]. Additionally, the sig-
nalling transduction system/pathways that are controlled
by G protein coupled receptors (GPCRs), protein kinase/
phosphatases and proteases are involved in the regula-
tion of P450s genes [71]. Very interestingly, elevated levels
of all cytoplasmic and lysosomal proteases were de-
tected in spinosad-resistant M. domestica flies 48 hours
after exposure to spinosad at LD50 dose level [72], indi-
cating involvement of proteases in the development of spi-
nosad resistance to the housefly. Two serine protease
genes (trypsin and chymotrypsin) were also shown to have
threefold higher expression in deltamethrin-resistant
Culex pipiens pallens mosquitoes [73]. These two enzymes
were further shown to hydrolyze deltamethrin [74]. More-
over, up-regulation of serine proteases was also docu-
mented in permethrin resistant Culex quinquefasciatus
mosquitoes [75]. Finally, in the mosquito Aedes aegypti,
serine proteases are also expressed in the salivary glands
and thought to have a defense role against bacterial
growth ingested with saliva during sugar meals [76,77]. In
the olive fly, the level of serine protease 6 in the resistant
SPIN and w-CAL flies strain is significantly elevated
compared to LAB (Figure 4D), while w-GR has also
considerable expression. Apparently, serine proteases
are required not only for the digestion of more complex
nutrients of the wild flies, compared to the standardized
laboratory diet, but may also participate in the defense
against bacterial pathogens during feeding.
An oxidase/peroxidase family protein was found down-
regulated in the transcriptome of the SPIN strain. However,
further comparisons between LAB, w-GR and w-CAL re-
versed the trend and showed higher level of expression in
w-CAL flies. While such proteins present protein-protein
binding properties and are known to be involved in defense
mechanisms (such as intracellular phagocytosis of apoptotic
cells or foreign material) [78], the gene was not further
evaluated.
A macrophage mannose receptor (MMR) was also found
to be down-regulated in the SPIN strain. The MMR is a
C-type lectin receptor, a family of surface carbohydrate-essaly
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humans they are known to recognize microbial carbohy-
drate moieties, also sense products from dying cells and
transduce inflammatory signals that modulate the immune
system [79]. In crustaceans, on the other hand, they are
thought to be involved in the regulation of the exoskeleton
calcification [80]. Its expression displayed molt cycle-related
differential profile. In the same study, members of the
serine protease superfamily also varied their expression
during different molting stages. In insects, secretory C-type
lectins are thought to play roles in cellular interactions dur-
ing development [81]. In addition, they are considered im-
portant in the immune system, including the detection and
neutralization of pathogenic and non-self materials in
several insect species [82]. In the mosquito Aedes aegypti
and the flesh fly Sarcophaga peregrina, C-type lectins are
expressed in the salivary gland and are considered to con-
trol bacterial pathogens from ingested meals [76,77,83,84].
In the olive fly transcriptome a macrophage mannose recep-
tor was found to be down-regulated in the SPIN strain but
the trend was reversed in the functional analysis of the
LAB, w-GR and w-CAL strains and, therefore, cannot be
evaluated before further analyses are performed.
A von Willebrand factor domain within a Salivary cys-
rich peptide was also up-regulated. The majority of vWF-
containing proteins are extracellular. The oldest ones in
eukaryotes, however, are parts of intracellular proteins in-
volved in transcription, DNA repair, ribosomal and mem-
brane transport and the proteasome. vWF tends to bind
to other proteins and thus it appears to be involved in
multiprotein complexes. In insects, huge vWF-containing
proteins, such as hemolectin in D. melanogaster and
hemocytin in B. mori, are thought to function in the
hemolymph coagulation or hemocyte aggregation pro-
cesses, such as nodule formation [85,86]. Such processes
are fundamental responses of insect innate immunity in
order to clear microorganisms from the hemocoel. A simi-
lar role might be envisaged in SPIN flies of B. oleae. This
up-regulation is concordant with the up-regulation of the
previously described defense loci. Functional analyses on
LAB, w-GR and w-CAL flies confirmed a significant
under-expression in the LAB strain (Figure 4F).
Cytochrome P450 6a23-like (Cyp6α23)
This gene belongs to a superfamily of monooxygenases
that catalyze the oxidation of organic substances. They
are involved in drug metabolism and bioactivation of
about 75% of all the different metabolic reactions [87].
P450s have been implicated in insecticide resistance
against various substances (for reviews see [88-90]). Their
role in spinosad detoxification has been hypothesized at
least in Helicoverpa armigera [91], Musca domestica [92]
and Bombus huntii [93], whereas it has been disputed in
Drosophila melanogaster [94]. Cyp6α23 was highly over-al Repository - Library & Information Centre - University of Th
17 04:36:17 EET - 137.108.70.7expressed in the RNAseq of the olive fly SPIN strain
(232,692-fold), albeit not statistically significantly, falling
below the stated criteria (p value = 0.0003877, q value =
0.109514). Functional analysis in three female and three
male flies of SPIN, LAB, w-CAL and w-GR showed, on
average, elevated levels of expression in SPIN and w-CAL
compared to LAB (Figure 5). However, w-GR had inter-
mediate levels of expression. Two things should be men-
tioned at this point. Firstly, the large variability of
Cyp6α23 levels. In some SPIN individuals the Cyp6α23
level was lower than that of some LAB individuals. How-
ever, since the RNA for the RNAseq was obtained from
a pool of 40 female and 40 male flies, the RNAseq result
should reflect the average expression in the population.
In addition, P450s expression levels vary throughout the
life cycle of the insect [93] and the observed variability
in Cyp6α23 expression in olive fly individuals may re-
flect the asynchrony of their life stage. Secondly, w-GR
flies had, on average, intermediate levels of Cyp6α23 ex-
pression. As mentioned in the Methods section, even
though these flies were obtained from a presumably un-
treated orchard in Greece, their resistance ratio was
three times higher than that of the LAB flies and, there-
fore, w-GR cannot be considered as a source of truly
spinosad sensitive flies.
Heat shock proteins
Two heat shock proteins, Hsp70 and Hsp23, were found
to be down-regulated in the SPIN transcriptome, a fact
that was not confirmed after functional analyses. Hsp70
proteins are very conserved and ubiquitously expressed
in virtually all living organisms, being very important in
folding and unfolding of proteins, detoxification of pesti-
cides and heavy metals. Hsp23 belongs to a lens alpha
crystalline-related superfamily, also found in the salivary
gland cells of D. melanogaster [95]. In all reported cases
of stress and detoxification where Hsp were involved,
their transcripts were strongly up-regulated. In order to
clarify their role in spinosad resistance in the olive fly,
further experiments should be performed.
Antigen 5 precursor (Ant5)
This gene product shows similarity to Drosophila’s Antigen
5-related 2 gene (Agr2). Agr2 proteins belong to the CAP
family of proteins, which include the mammalian
Cysteine-rich secretory proteins, wasp venom Antigen
5 proteins, and plant group 1 Pathogenesis-related pro-
teins. The gene product of the Drosophila melanogaster
ortholog Agr2 is suggested to function either as a novel
type of protease inhibitor or as an antimicrobial protein
[96]. In our study, Ant5 was over-expressed in the SPIN
transcriptome. However, further functional analysis showed
over-expression in both the w-GR and w-CAL populations
(Figure 4H).essaly




In insects, chitin is known as a scaffold material, providing
both exo- and endo-support to the cuticles of the epider-
mis and trachea as well as the peritrophic matrices lining
the gut epithelium [97]. The midgut chitinases seem to be
involved in the formation, perforation and degradation of
the midgut peritrophic matrix, which protects the gut epi-
thelium from damaging factors, toxins and pathogens
[98-100]. Chitinases have also been proposed as biopesti-
cides, as transgenic plants expressing chitinolytic enzymes
potentiate the efficacy of other biological toxins (e.g. Bt or
fungal toxins) [101,102]. In the olive fly, Cht5 was under-
expressed in the SPIN transcriptome and was found
down-regulated in the w-CAL populations (Figures 2 and
4M). Given the aforementioned role of chitinases, we can
hypothesize that by under-expressing chitinase genes the
resistant flies decrease spinosad penetrance, thus increas-
ing resistance.
Cell division cycle-associated protein 7 (Cdc)
This gene belongs to the HAD-superfamily hydrolase,
according to Interpro [103]. RNAseq analysis showed that
Cdc was under-expressed in the SPIN transcriptome.
However, after functional analysis the RNAseq result was
not confirmed, since both the resistant w-CAL population
and the sensitive w-GR were up-regulated compared to
the sensitive LAB flies (Figure 4P). Therefore, further ana-
lysis is required in order to clarify Cdc’s role in spinosad
resistance.
RNA viral genes
Five more genetic loci were of curious origin. Two of
them were up-regulated: a replicase-like protein was
identified as having considerable similarity with a di-
methyl transferase domain of an RNA virus; and an
elongation factor had similarity with a viral helicase do-
main. Three of them were down-regulated (hypothetical
B. oleae polyprotein; RNA-dependent RNA polymerase;
microtubule-actin cross-linking factor 1), but they are
also implicated with viral functions as homology
searches matched sacbrood virus sequences. Finding
similarities with viral sequences is not surprising. In
fact, the presence of viral sequences has been reported
in previous both smaller and larger transcriptome se-
quencing efforts [41,104,105]. Obviously, such genes re-
flect the presence of RNA virus infections in different
laboratory or wild populations. The impact of such in-
fections has not been studied and cannot be assessed at
this point whether this might have been among the causes
of our SPIN colony collapse.
Conclusion
Adaptation and survival of the flies in the altered environ-
ment caused by insecticide stress appears to be aal Repository - Library & Information Centre - University of Th
17 04:36:17 EET - 137.108.70.7consequence of changes in multiple genes’ expression, af-
fecting both biological and physiological pathways. Our
perception about the development of insecticide resistance
in insects, traditionally attributed to either a target site al-
teration or the up-regulation of various detoxification
genes (such as P450s, esterases and GSTs), is recently chan-
ging due to our ability to address such questions in a more
holistic way through transcriptomic analysis. This gives us
the opportunity to consider diverse regulatory networks of
interacting genes via complex mechanisms. In the present
study, we conducted whole transcriptome comparative
analyses between spinosad resistant and susceptible olive
flies, in order to investigate and identify genetic loci and
molecular mechanisms that are most likely to be involved
in spinosad resistance. The observed changes at the RNA
level as well as the functional analyses and bioassays, point
towards a multi-level impact of the insecticide to the in-
sect’s physiology. Our results indicate that the organism’s
response to this novel environmental stressor mainly af-
fects energy metabolism pathways, immunity defense path-
ways and detoxification. The oxidative, xenobiotic, and
innate immune stress response pathways appear to be co-
ordinated, leading to the regulation of numerous cellular
and biological/physiological processes. Further studies are
required to determine the molecular mechanisms and sig-
nificance of this cross-regulation.
Methods
Ethics statement
The study was carried out on laboratory reared olive
flies and wild olive flies collected from the area around
the city of Volos, Greece, and the Sonoma County in
California. No specific permissions are required for these
experiments or collections, since these studies did not
involve endangered or protected species.
Fly culture and stocks
Laboratory strain
The laboratory strain of the olive fly (LAB) is part from the
original stock from the Department of Biology, ‘Demokritos’
Nuclear Research Centre, Athens, Greece, and has been
reared in our laboratory for over 15 years. The flies are
reared at 25°C with a 12 h light/12 h dark photoperiod in
30 × 30 × 30cm3 cages, as described by [106-108].
Development of a spinosad-resistance colony
A spinosad resistant strain (SPIN) was also developed in
our laboratory. Starting material for this colony was the
aforementioned LAB colony that was supplemented with ~
1000 wild flies from Argalasti (Pelion, Greece). Increas-
ing amounts of spinosad were gradually introduced into
the colony’s feeding water that reached 0.04 g/ml after
10 generations. The colony was maintained for about
22 generations (~2 years) under constant 0.04 g/mlessaly
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sponds to approximately 2× the recommended amount
for field applications that would result in 100% mortal-
ity. It also corresponds to 125× the LC50 of the suscep-
tible LAB strain. In order to increase the resistance to
spinosad, the colony was refreshed a second time with
wild flies from Sonoma County (CA, USA), since this
area was shown to have the highest spinosad resistance
level [109]. Six months later the colony practically
crashed and was recovered by a single female, under
no selection. Progeny of that female were put under
gradually increasing amounts of spinosad. The colony
recovered previous levels of resistance (0.04 g/ml) after
only 4 generations. After a total of 46 generations, a
more precise estimation of the resistance ratio (RR)
was obtained by ingestion bioassays, as described in
Kakani et al. [109], showing that resistance level had
reached 35×. This is the stage from where all spino-
sad resistant laboratory flies (referred to as SPIN
throughout the text) were collected, both for the iso-
lation of the nAChR and the RNAseq analysis. Finally,
during the fall of 2012, entirely unexpectedly and with-
out any obvious changes in the insectary environment, the
spinosad resistant colony crashed. Initially it was noted that
females did not oviposit in the offered waxed cone, while
both male and female adult numbers started to decline.
During that time, new wild material arrived from Califor-
nia, which was intended to enrich the laboratory colony
with new alleles. Nonetheless, after about 3 months of
continuous efforts the last adult flies died and no progeny
emerged.
Field-collected flies
Wild flies were collected from two geographical locations,
one from an untreated orchard in Greece [Agria, Pelion
(w-GR)] and another from a different site in Sonoma
County [CA, USA (w-CAL)] that was the source of flies
used to refresh the SPIN strain, but where flies had also
shown highest levels of spinosad resistance in the Kakani
et al. study [109]. Contact bioassays were performed on
these flies according to Kakani et al. [109], using seven
doses of spinosad ranging between 1/2× to 1/128×, plus a
blank control of acetone. LD50 values and 95% confidence
intervals were calculated by probit analysis using SPSS
v.13 (SPSS Inc, Chicago, IL). The calculated resistance ra-
tio (RR) of the w-CAL was 12.96 (11.62-14-28) whereas
that of the w-GR was 3.14 (2.25-4.2). Infected olives were
brought into the laboratory and emerged flies were put in
30 × 30 × 30cm3 cages and fed on the standard yeast hy-
drolysate diet [107]. Female flies were allowed to oviposit
in fresh olives, since wild olive flies do not oviposit on arti-
ficial substrates. Flies from this F1 generation were used
for the functional analysis experiments described in the
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Total RNA was isolated from pools of four heads of adult
flies from the LAB and SPIN strains with the use of TRIzol®
Reagent (Ambion-Invitrogen). One to five micrograms of
total RNA was used for first strand synthesis of poly(A) of
cDNA using the MMLV high performance Reverse Tran-
scriptase (GeneOn) and random primers (GeneOn) accord-
ing to the manufacturer’s instructions.
Partial cDNA of the LAB acetylcholine nicotinic re-
ceptor α6 gene of B. oleae was amplified by PCR using
primers Bdα6-F (ACATGGTTCCCATTCGATGACC)
and Bdα6-R (GCGACCATGAACATGATGCAATT) de-
signed on conserved regions of the published nAChRα6
cDNA sequence of Bactrocera dorsalis (Bdα6-JN560169.1)
[26]. The PCR amplification reaction consisted of 2 μl of
the first strand cDNA reaction mix as a template, 0.7 μl of
10 mM primers, 0.2 mM dNTPs, 1.5 mM MgCl2 and
1unit Taq DNA Polymerase (GeneOn) in a 20 μl reaction.
Cycling conditions were 95°C for 5 min, followed by 30 cy-
cles of 95°C for 30s, 49°C for 2 min and 72°C for 1.5 min
and a final extension at 72°C for 10 min in a thermal cy-
cler (MJ Mini Biorad). The amplified PCR product was
then separated in a 1% agarose gel, stained with ethidium
bromide. The amplified PCR product was isolated by the
GF-1 Gel recovery kit (Vivantis) and subcloned into the
pBluescriptII SK(+) plasmid vector and sequenced. Based
on the obtained sequence, four gene specific primers were
designed to amplify the full-length cDNA: two reverse
primers for 5′-RACE PCR (5GSP1: 5′- GTCCTTAGAT
TTCAGCTACC-3′ for the first round reaction and 5GSP2:
5′-GGGCGGGTGGGTATAAGTAT-3′ for the nested
reaction) and two forward primers for 3′-RACE PCR
(3GSP1: 5′- CACAACGGTGGAGGAGCATC-3′ for the
first round reaction and 3GSP2: 5′-GGGCGGGTGGG
TATAAGTAT-3′ for the nested reaction). A poly-A tail
was added to the 3′-end of the resulting strand of 5′-
RACE by terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT,
Biolabs). Thermal cycling conditions for the 5′- and
3′-RACE were: pre-denaturation 5 min at 94°C, 30 cy-
cles of 94°C for 30 sec, 49/52°C (first/second round) for
45 sec and 72°C for 2 min (according to the size of the ex-
pected fragment) with a final extension of 15 min at 72°C.
The resulting PCR products of 5′-RACE and 3′-RACE
were subcloned into pBluescriptII SK (+) vector and se-
quenced. Each time plasmids were sequenced, three differ-
ent isolates were used and no variation was observed.
Sequence comparison between sensitive and resistant
Bactrocera oleae nAChRα6 subunits
For comparison of the Boα6 transcripts, total RNA was
extracted from a pool of 4 adult heads from the two
strains (LAB and SPIN), as described above. The specific
primer pair Boα6-F (5′-AGATTAGTGACAGCATAACCessaly
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C-3′) was used for the amplification of the full-length
open reading frame of BoAChR-α6 gene. The PCR prod-
ucts were sequenced directly with the use of Boα6-F,
Boα6-R and two more internal primers (Boα6F1: 5′-AT
GAATCGGAATATGGAG-3′ and Boα6R1: 5′-AACGGA
TTTAATCCAAGG-3′). No multiple peaks were observed
in the obtained sequences, indicating the absence of se-
quence polymorphism in the pools.
Nucleotide sequence similarity searches were performed
using BLAST [110]. Multiple sequence alignments [111]
with other insect nAChR subunits were performed with
ClustalW2 [112]. The calculated molecular weight
and isoelectric point of the putative protein encoded
by Boα6 were predicated by Compute pI/Mw tool in
Expasy Server [113]. Phosphorylation sites and N-linked
glycosylation sites were identified by the PROSITE data-
base [114].
RNA isolation for library preparation and functional
analysis
Total RNA was isolated from fly heads with the use of
TRIzol® Reagent (Ambion-Invitrogen) following the in-
structions of the manufacturer with minor modifications.
More specifically, RNA was extracted from forty male
and forty female heads from the laboratory colony
(LAB) and from an equal number of spinosad resistant
fly heads (SPIN). For more complete sequence assembly,
two more libraries were constructed and sequenced: a
FEMALE library made of female accessory glands and
spermathecae of ~300 female flies and a MALE library
made of testes of ~150 male flies [115]. RNA extraction
was followed by an additional DNA removal using the
TURBO DNA-free Kit (Ambion-Invitrogen), according
to manufacturer’s instructions. The integrity of RNA was
assessed by 1% agarose gel electrophoresis and the purity
of all RNA samples was evaluated at Fleming Institute
(Greece) with the use of (Agilent 2100 Bioanalyzer) and
NanoDrop (2000).
For functional analysis, RNA was extracted as described
above from three different individual male and female
heads from the LAB strain, the SPIN resistant strain, the
Sonoma County wild population (w-CAL) and the Agria
(w-GR) wild population.
Whole transcriptome library preparation for
next-generation sequencing with the SOLiD 4
Sequencing System
RNA transcripts expressed in the head of the spinosad-
sensitive (LAB) and spinosad-resistant (SPIN) olive fly
strains were used to construct cDNA library for high
throughput sequencing analysis on the SOLiD 4 Sequencing
System. More specifically, polyadenylated RNA (polyA-
RNA) was isolated from 5 μg of total RNA using theal Repository - Library & Information Centre - University of Th
17 04:36:17 EET - 137.108.70.7Dynabeads Oligo(dT) kit (Ambion, Life Technologies
Corporation). The isolated polyA-RNA was randomly
fragmented by chemical hydrolysis at 94°C for 5 minutes
and was then treated with antarctic phosphatase to re-
move phosphate groups from the fragments’ ends,
followed by treatment with T4 polynucleotide kinase to
add a Pi at the 5′ end of each fragment. The resulting
RNA fragments were hybridized and ligated to the P1
and P2 adaptor sequences specifically designed for se-
quencing with the SOLiD system (SOLiD Total RNA-
Seq Kit, Life Technologies Corporation). The RNA
produced was reverse transcribed to cDNA which was
then amplified in a 15-cycle PCR. At this step, the use of
different barcoded 3′ PCR primers from the selection in-
cluded in the SOLiD barcoding kit allowed the prep-
aration of cDNA libraries for multiplex sequencing.
From the cDNA produced, only fragments of average size
200–300 bp were selected with two rounds of mag-
netic bead purification (Agencourt AMPure XP Reagent,
Beckman Coulter).
The quality and size of the purified cDNA library
was assessed on the Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies Inc.) and with quantitative PCR using the
Library Quant Kit ABI Solid (KAPA Biosystems). A multi-
plex library mix (500pM) was used to prepare a full-slide
for analysis on the SOliD 4 Sequencing System (Applied
Biosystems) with 35 + 50 bp PE –chemistry.
Bioinformatics analysis
The reads of the libraries were assembled to construct
the reference transcriptome using the SOAPdenovo as-
sembler [39] with a word size of 25 nt and using all
paired and unpaired reads. Annotation of the assembled
sequences was obtained by aligning against the NCBI
non-redundant (Nr) protein database using blastx [116]
and collecting the annotations with the BLAST2GO tool
[40]. TopHat [117] was used to generate a spliced align-
ment to the reference transcriptome. Transcripts were
assembled using Cufflinks and Cuffdiff [43] was used in
order to reveal differentially expressed genes. SNP calling
was performed with the mpileup tool and converted to the
vcf fomat using the vcfutils, both from the SAMTOOLS
package [42]. The SNP loci were intersected with the gene
coordinates using the intersectBed tools from the BEDtools
suite [118].
Expression stability of candidate reference genes in
B. oleae head
In order to find the most suitable reference gene for
gene expression analyses in B. oleae head tissue, nine
different housekeeping genes commonly used in other
dipteran species were analyzed. The nine genes were:
RPL19 (ribosome protein L19), tbp (TATA-binding pro-
tein), ubx (ultrabithorax), GAPDH (glyceraldehyde 3-essaly
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(β-tubulin), 14-3-3zeta, RPE (RNA polymerase II) and
actin3. To determine the expression stability of the se-
lected genes in B. oleae head, the expression of the refer-
ence genes was measured in 24 heads (6 individuals
from each of the LAB, SPIN, w-GR and w-CAL popula-
tions, i.e., 24 biological replicates) in duplicate reactions
(two technical replicates). The amplification efficiency of
the reactions was calculated by the CFX Manager™ soft-
ware (Bio-Rad) (Additional file 1: Table S4). Using the
comparative Cq method with a procedure of specific
PCR efficiency correction, all the Cq values were con-
verted to relative quantities and transformed to an input
file format with raw data for subsequent analysis by the
Normfinder Excel applications.
Normfinder [119] is an algorithm for identifying the op-
timal normalization gene among a set of candidate genes.
This software is based on a mathematical model of gene
expression that enables estimation not only of the overall
variation of the candidate normalization genes but also of
the variation between samples subgroups of the sample
set [44].
BestKeeper determines the most stably expressed genes
based on the coefficient of correlation to the BestKeeper
Index, which is the geometric mean of the candidate refer-
ence gene Cq values. Additionally, it calculates the stand-
ard deviation (SD) and the coefficient of variation (CV)
based on the Cq values of all candidate reference genes
[45]. Reference genes are identified as the most stable
genes, i.e. those that exhibit the lowest coefficient of vari-
ance and standard deviation [120].
Additional file 1: Table S5 presents the data on the rank-
ing of the tested reference genes.
Functional analysis of spinosad-resistance differentially
expressed genes
Specific primers for the amplification of the differentially
expressed genes revealed by the transcriptome analysis
were designed by Primer-BLAST [121] (Additional file 1:
Table S4).
For the functional analysis experiments, RNA was ex-
tracted from the heads of six individual flies (equal number
of males and females) of all different strains and popula-
tions described previously. Subsequently, one microgram
of each DNA-free total RNA was converted into cDNA
using 300 ng Random hexamer primers (equimolar mix of
N5A, N5G, N5C and N5T), 200 units MMLV Reverse Tran-
scriptase (Geneon), 5X reaction buffer, 40 mM dNTP mix
and 40 units RNase Inhibitor (GeneOn) according to the
manufacturer’s instructions.
Relative quantitation was used to analyze changes in
expression levels of the selected genes using a Real-time
PCR approach. Expression values were calculated as the
geometric mean of the relative expression of each targetal Repository - Library & Information Centre - University of Th
17 04:36:17 EET - 137.108.70.7gene against the expression of each one of the reference
genes tbp and 14-3-3 zeta gene. The qRT-PCR condi-
tions were: polymerase activation and DNA denaturation
step at 95°C for 4 min, followed by 40 cycles of denatur-
ation at 95°C for 30 s, annealing/extension and plate
read at 56°C for 30 s and finally, a step of melting curve
analysis at a gradual increase of temperature over the
range 55°C to 95°C. In this step, the detection of one gene
specific peak and the absence of primer dimer peaks was
assured. Each reaction was performed in a total volume of
15 μl, containing 5 μl from a dilution 1:10 of the cDNA
template, 1X iTaq Universal SYBR Green Supermix
(Bio-Rad) and 400 nM of each primer. The reactions were
carried out on Bio-Rad Real-Time thermal cycler CFX96
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and data analysed using the
CFX Manager™ software. All assays were performed three
times (three technical replicates), contained six different
individuals (six biological replicates) and three negative
controls. A standard curve was generated for each gene
using 5-fold serial dilutions of pooled cDNA from the flies
head. The PCR efficiency (E) and the correlation coeffi-
cient (R2) characterizing each standard curve are given in
Additional file 1: Table S4. Efficiencies for all tested genes
varied between 93.3% to 109.2%. The 2-ΔΔCt method was
used for the analysis of relative gene expression [122].String analysis
In order to investigate the potential interactions between
the up- and down-regulated genes, we queried the re-
source STRING (Search Tool for the Retrieval of Interact-
ing Genes) which makes available precomputed results in
predicted functional linkages among proteins by com-
parative genomics and text-mining [46]. Specifically,
the gene IDs of the Drosophila melanogaster orthologs of
our genes were used as input in the online database
resource STRING in order to be placed in a biological
context according to a large number of computational
predicted and experimentally determined functional asso-
ciations and protein-protein interactions. Results were
graphically displayed and scored using a STRING specific
scoring scheme that correlates with validated protein-
protein functional associations.Statistical analysis
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism
6 [123] after normalization of raw Cq values. The normal-
ity for all genes was based on the Kolmogorov-Smirnov
and Dallal-Wilkinson-Lillie tests (alpha = 0.05). For the
genes that passed the normality test, one-way ANOVA
and the Tukey’s multiple comparison tests were per-
formed. Genes that did not pass the normality test were
analyzed by the non-parametric Kruskal-Wallis test with
P < 0.05.essaly
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All data have been deposited at the Sequence Read Archive
(SRA) of NCBI. All reads for each sample are sum-
marized at the BioProject page: http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/bioproject/PRJNA231981.
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